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Bildung von Urokaninsdure bei der tryptischen Verdauung 
von Edestin. 
Von 
Emil Abderhalden, Wilhelm Irion und Hans Sickel. 


Mit 1 Figur im Text. 


























(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle a. =.) 


(Der Redaktion zugegangen am 16. April 1929.) 


Aus AnlaB der Darstellung von Tryptophan aus Edestin 
gewannen wir eine in Stabchen krystallisierende Substanz, die 
sih nach ihren ganzen Eigenschaften und ihrer Zusammen- 
setzung als Urokaninsiure erwies. Die erste Wiederholung 
des Versuches, der erwihnten Verbindung bei tryptischer Ver- 
diuung von Edestin habhaft zu werden, ergab ein negatives 
Resultat. Bei einem dritten Versuch gelang es hingegen 
wiederum, Urokaninsiure zu erhalten.') Es ergibt sich die 
Frage, wie das Auftreten der genannten Verbindung aufzufassen 
ist. Bekanntlich steht sie in unmittelbarer Beziehung zum 
Histidin, ist sie doch ihrer Konstitution nach 3-Imidazolylacryl- 
siure. Es ist naheliegend, an eine sekundire Bildung von 
(rokaninsiure aus der genannten Aminosiiure zu denken, und 
zwar kommen in erster Linie bakterielle Einwirkungen in Frage. 
Hierzu sei bemerkt, daB der Versuch, Urokaninsiiure aus Ede- 
stu, das in iiblicher Weise durch Kochen mit 25°, iger 
Schwefelsiure hydrolysiert worden war, zu gewinnen, ein nega- 
tives Ergebnis hatte. Bei der Anstellung der Verdauungs- 
versuche wurde alles getan, um eine bakterielle Infektion zu 
vermeiden. Bei dem zuletzt angestellten Versuche wurden 
sterile GefiBe angewandt. Die Edestinsuspension wurde vor 


') Entsprechende Versuche mit Casein (Hammarsten), Hefeeiweid 
un. Wittepepton ergaben ein negatives Resultat. 
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dem Zusatz des Pankreassaftes aufgekocht. Nicht sterilisi.:: 
werden kann das Fermentpriparat. ‘Trotz ausreichenden 7). 
satzes von Chloroform und Toluol kann dennoch in aller. 
dings beschrinktem Umfange Bakterienwirkung zur Entfaltung 
kommen. Der Umstand, da& die Ausbeute an Urokaninsiiuy: 
sehr gering war: beim 1. Versuch wurden aus 300 g Edestin 
0,12 g und beim dritten aus 200g des genannten Kiwi it. 
kérpers 0,10 g reine Urokaninsiure gewonnen, spricht unter 
Beriicksichtigung des Umstandes, daB sie auch ganz vermit: 
wird, im Sinne einer sekundiren Bildung. Bemerkt sei noc, 
daB beim 1. und 2. Versuch die Verdauung 50 Tage durch. 
gefiihrt wurde, wihrend die Verdauungszeit beim 3. Versuc), 
35 Tage betrug. 

Es hat nun bereits Andrew Hunter!) bei der Ver- 
dauung von Casein mittels Pankreatins Urokaninsiure aut- 
gefunden. Die Verdauungszeit betrug 6—7 Monate. Ferner 
hat H. Raistrick?) nachgewiesen, dab Bakterien aus der (oli- 
typhusgruppe die genannte Siure aus Histidin bilden kénnen. 
Der genannte Forscher diskutiert die Méglichkeit, daB Hunde, 
die Urokaninsiiure ausscheiden, vielleicht in ihrem Darmkana! 
entsprechende Mikroorganismen besitzen. Da jedoch Kotake 
und Konishi’) Urokaninausscheidung bei Hunden beobachtet«:, 
denen Histidin eingespritzt worden war, diirfte die Bildung der 
genannten Saure auch jenseits des Darmkanals sich vollzielien. 
Wir teilen unsere Beobachtungen einmal mit, weil der Befun 
von Urokaninséiure bei der Verdauung von EiweiB an und fi 
sich yon Interesse ist; ferner, weil wir auf diese Verbindung 
nach viel kiirzerer Verdauungszeit stieBen als sie bei den \er- 
suchen von A. Hunter zur Anwendung kam. Endlich ist die 
von uns angewandte Methode eine andere gewesen, als sie v1! 
Hunter beniitzt wurde. Bemerkt sei noch, daB wir das a:- 
gewandte Pankreatin und ebenso den Pankreassaft auf \or- 
handensein oder Bildung von Urokaninsiure priiften. Das fr- 
gebnis war ein negatives. 


1) Jl. of Biol. Chem. Bd. 11, S. 537 (1912). 
2) Biochemical Jl. Bd. 11, S. 71 (1917). 
*) Diese Zs. Bd. 122, S. 230 (1922). 
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Bei dieser Gelegenheit sei noch erwahnt, dab bei der 
ktionierten Fallung des Verdauungsgemisches mit dem 
Ho pkinsschen Reagens in zwei Fillen eine Substanz isoliert 


A 


verden konnte, die Tryptophan zu sein schien, jedoch mit 
\illons Reagens eine rétlichbraune Farbung ergab. Der Farb- 
‘on deckte sich nicht mit jenem, der von Tyrosin gegeben wird. 
(ie Analysenzahlen der isolierten, mehrfach umkrystallisierten 
Substanz stimmten recht gut auf Oxytryptophan. Der Versuch, 
‘ie gewonnene Substanz durch Darstellung von Derivaten genauer 
zu identifizieren, schlug fehl. SchlieBlich gliickte mittels des 
Mikroskopes der Nachweis, da8 Tryptophan vorlag, dem in 
vihester Weise eine bestimmte Menge von Tyrosin beigemengt 
lich. Neben den rhombischen Blattchen des Tryptophans 
‘anden sich die charakteristischen, zu Biischeln vereinigten 
\Nadeln des Tyrosins. Diese Beobachtung zeigt erneut, wie vor- 
sichtig man bei der Beurteilung des Befundes neuer Eiweib- 
produkte sein muf. 


Experimenteller Teil. 


Der Raumersparnis halber sei nur der eine positiv verlaufene Ver- 
such angefiihrt. 300 g Edestin (Merck) wurden in 3000 cem Wasser 
-uspendiert. Dann gaben wir 40 g Natriumearbonat und 24 g Pankreatin 
(;riibler) hinzu. Das Gemisch wurde dann in den Brutraum gestellt. 
Den Gang der Verdauung verfolgten wir an Hand der Bromreaktion aut 
treies Tryptophan, weil wir die Absicht hatten, diese Aminosiiure zu ge- 
winnen. Nach 10 Tagen fiigten wir nochmals 24 g Pankreatin und 15 g 
Natriumearbonat zur Verdauungsfliissigkeit. Nach 50 Tagen brachen wir 
lie Verdauung ab. Beim Erwirmen auf 90° erfolgte Abscheidung von 
Eiveib. Von der ausgeschiedenen Masse wurde abfiltriert. Die Ab- 
-cheidung wog 45g. Zum Filtrat setzten wir so viel konzentrierte Schwefel 
siure hinzu, bis die Gesamtfliissigkeit 5 Volumenprozent davon enthielt. 
Dann gaben wir 60 g Quecksilbersulfat hinzu (eine 10° ,ige Lisung davon 
n 5 volumenprozentiger Schwefelsiiure). Innerhalb von 24 Stunden 
‘ivlen 11,5 g eines hellgelben Niederschlages aus. Er enthielt die Queck- 
-lberverbindungen des Tryptophans, des Tyrosins und Histidins. Zum 
Viltrat der erwdhnten Fillung fiigten wir weitere 80 g des Hopkins- 
chen Reagenses hinzu. Nach 48 Stunden hatte sich ein schwach hell- 
“© ver Niedersechlag von 22 g Gewicht gebildet. Aus ihm gewannen wir 

.Entfernung der Schwefelsiiure mit Bariumhydroxyd und Abtrennung 
vorhandenen Tyrosins durch mehrmalige fraktionierte Krystallisation 

Wasser eine geringe Menge (0,12 g) einer farblosen Substanz. 
14* 
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Lieb man ihre wiibrige Losung langsam verdunsten, dann erschienen 
in der Figur wiedergegeben Krystalle. Sie lésten sich in kaltem Wa 
schwer, in heiBem ziemlich leicht. Schmelzp. 230—231° unter Zersetzin, 
Die Krystalle verloren an der Luft (rascher iiber Schwefelsiiure) Krys 





wasser. Dabei wurden sie undurchsichtig wei’. Beim Erwirmen aw: 
105° wurde nochmals Wasser abgegeben. Die Substanz erwies sich : - 
Die Ninhydrinreaktion fiel negativ aus, positiy di 
Die Anstellung der Xanthoprotein- und Millon- 
Nach van Slykes Methode liet 


stark ungesittigt. 
Ebrlichsche Reaktion. 
reaktion ergab ein negatives Ergebnis. 
sich kein NH,-N nachweisen. 
Analyse: 

30,275 mg des krystallisierten, von anhattendem Wasser befreiten Pr 
duktes verloren beim Trocknen im Vakuum iiber P,O. bis 110° bis z 
Gewichtskonstanz 6,185 mg an Gewicht. 

5,155 mg der getrockneten Substanz lieferten nach Mikro-Duma: 


(Pregl) 0,904 mg N, (750 mm, 20°). 
Fiir C,H,N.O, + H,O 
C,H,N,O, ~ 
Hervorgehoben sei noch, dab wir neben der genannten Substanz 


auch Histidin nachweisen konnten. 


Ber. 20,69°,, H,O Gef. 20,48°, HO 
20,29°/, N ~~ wat), &. 











Experimentelle chemische Beitrage zur Erblichkeitsforschung. 
Von 


Hans vy. Euler, Harry Hellstrém und Dagmar Runehjelm. 





Mit 2 Figuren im Text. 


(‘Aus dem Biochemischen Institut der Universitit Stockho!m. 


t 


(Der Redaktion zugegangen am 27. Marz 1029 


Die auBerordentlich raschen und bewundernswerten Fort- 
schritte, welche die Biologie in den drei Dezennien dieses 
Jahrhunderts hinsichtlich der Erblichkeitsphinomene gemacht 
hat, beruhen in erster Linie auf einer Verkniipfung des 
Mendelschen Grundgesetzes mit der Lehre von den Chromo- 
somen. Eine Reihe grundlegender quantitativer Beziehungen 

t sind dadurch zutage getreten. Die moderne Entwicklung der 
Erblichkeitsforschung hat bekanntlich zur Auffassung gefiilirt, 
lab. die Chromosomen der Geschlechtszellen aus Genen, 
Trigern von Erbeinheiten bestehen, und in den Chromosomen 

einer gewissen Reihenfolge angeordnet sind. Wihrend die 
(hromosomen noch der direkten Beobachtung zugiinglich ge- 
macht werden kénnen, sind die Gene im wesentlichen noch 
Abstraktionen, welche allerdings in vieler Hinsicht durch das 
“xperiment sehr weitgehend gestiitzt werden. 

Wiahrend die Zellen im allgemeinen relativ wenig Chromo- 
men enthalten ist es notwendig, eine groBe Zahl von Genen 
nvunehmen. Uber die Natur dieser Gene kinnen natiirlich 

Vermutungen geiiuBert werden; schon seit langer Zeit hat 

die Erbeinheiten als Enzyme angesprochen und dies- 

igiiche Hypothesen sind in neuerer Zeit in einer Reihe 
zezeichneter Arbeiten besonders von R. Goldschmidt ent- 
<elt und scharf betont worden. 
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Der erste Versuch unseres Institutes (H. v. Euler ung 
H. Nilsson) mit biochemischen Methoden zur Weiterentwicklin. 
dieses auBerordentlich interessanten Gebietes beizutragen!) wa, 
nicht nur veranlaBt durch das Bestreben, an die enzymati- 
schen Hypothesen der Genetik anzukniipfen, vielmehr lieg; 
unseren Versuchen das allgemeinere Ziel zugrunde, an solcher 
Stoffen, welche als Komponenten der primiren Entwicklung j, 
Betracht kommen, die Konzentrationsverhiltnisse bzw. di 
Wirkungsquanten der Erbstoffe bei der Mendelspaltung quanti. 
tativ zu studieren. 

Die meisten der Fille, an welchen die. grundlegenden fe. 
ziehungen der Genetik aufgedeckt wurden, betrafen direk: 
wahrnelimbare, nicht zahlenmabig festgelegte Eigenschaften wie 
Farbe und Form. Bald traten allerdings Studien iiber die Ver- 
erbung quantitativer Merkmale hinzu, wie KérpergréBe, Haar. 
linge, Zahl von Blattern oder Gliedern. Aber einerseits ist 
die erbliche Ubertragung quantitativ meBbarer Merkmale auc! 
rein genetisch noch in vieler Hinsicht unaufgeklirt, anderer- 
seits sind Kigenschaften wie Kérperliinge, Gliederzahl usw. dic 
Resultanten einer solchen Menge von Faktoren, daB dies 
beziigliche Untersuchungen wenigstens beim gegenwartigen Stanc 
der Forschung nichts iiber die primiiren chemischen Vorgiinge 
der Entwicklung aussagen kénnen. 

In den Versuchen von H. Euler und H. Nilsson ist a: 
Chlorophyllmutanten der Gerste der Nachweis geftihrt worden. 
daB bei der Spaltung in die recessive weibe und die dominant 
griine Form bei gegebener Entwicklungszeit in den Keimlinge: 
eine bestimmte mittlere Katalasewirkung auftritt; sie war 1 
den griinen Keimlingen 1622 rund 2—3mal so grob wie 
den weiben. 

WeiBe Linie Griine Linie 
Mittlere Reaktionskonst. / + 10° 15 45 

Durch diesen Befund war eine Enzymmenge bzw. eine 
enzymatische Wirkungsquantitit als Mendelfaktor experimente!. 
nachgewilesen. 


') Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi, Bd. 10. Nr. 5 (1929). 
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In den vorhergehenden Arbeiten des Institutes ist bereits auf die 
‘'teratur hingewiesen worden, welche mit unserer Problemstellung in 
y.-ammenhang steht. Zunichst hat man das Auftreten von mendelnden 

tenfarbenfaktoren dem chemischen Verstiindnis niher zu bringen ver- 

ht durch den Nachweis von Oxydasen bei solchen Pflanzenorganen. 
[ie ersten diesbeziiglichen Erérterungen und Versuche findet man in 
\-beiten von Miss Wheldale. Die eingehendste Behandlung dieser 
§-viehungen verdankt man Keeble und Armstrong. 

Die weitere quantitative Bearbeitung solcher Fille wie die von 
Keeble und E. F. Armstrong untersuchten, sowie besonders die 
‘ymchemische Erweiterung der klassischen Versuche von E. Baur’) 
an Antirrhinum betrachten wir als unsere wichtigsten und niichstliegenden 
Autgaben. 

Sehr bemerkenswert sind die Untersuchungen iiber den Gehalt von 
Zucker und héheren Kohlehydraten von Lindstrom) und seinen Mit- 
rbeitern, von welehen wir bereits friiher einige wesentliche Resultate 
hervorgehoben haben. 

Was speziell das Chlorophy]] betrifft, so stiitzen wir uns 
in erster Linie auf die genetischen Untersuchungen von 
Nilsson-Ehle?’) und von Hallqvist.*) Nilsson-Ehle hat an 
seinen Chlorophyllmutanten 6 voneinander unabhingige Chloro- 
phyll-Erbeinheiten gefunden. Eine derselben glauben wir als 
Katalasefaktor ansprechen zu kénnen; inwiefern es berechtigt 
ist. das Xanthophyll mit einer dieser Erbeinheiten in Beziehung 
zu setzen, oder ob sich dieser Faktor gleich weiter auflésen 
lilt, miissen unsere im Gang befindlichen Versuche zeigen. 

Schon in den idlteren Perioden der Erblichkeitsforschung 
ist erwogen worden, daB die Gene selbst Enzyme sind, eine 
Annahme, deren Diskussion wir auf eine spitere Zusammen- 
lussung unserer experimentellen Befunde verschieben wollen; 


autfallend ist, daB sich aus den verschiedenen Enzymhypothesen 
dieses Gebietes keine auf quantitative Beziehungen gerichteten 
Experimentaluntersuchungen ergeben haben. Heuristisch be- 


uders wertvoll erscheint uns in R. Goldschmidts physio- 


s 


) E. Baur, Bibl. Genetica 4. 

‘) E. W. Lindstrom u. Gerhardt, Agric. Exp. Station Lowa State 
ege Bull. 98 (1926); Cornell Univ. Exp. St. 13 (1918). 

) Nilsson-Ehle, Zs. f. ind. Abst. u. Vererb. Lehre Bd. 9, S. 259 
3). — Hereditas, Bd. 3, 8. 191 (1922). 
Hallqvist, Hereditas, Bd. 5, S. 49 (1924). — Bd. 8, S. 229 (1926). 
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logischer Theorie der Vererbung’) die Betonung der ineinan:|:y. 
greifenden Reaktionsgeschwindigkeiten der Gene. Hier kén)0)) 
wie Euler und H. Nilsson bereits erwaihnten, und wie de, 
eine von uns an anderer Stelle niher ausfiihren wird, chemis:je 
Versuche ankniipfen und zu priifbaren und fruchtbaren Koiise. 


quenzen fihren. 





A. Versuche tiber die Katalasewirkung gekeimter Gerste. 


Unser zu den ersten Enzymversuchen verwendetes Material, 
mehrerer Sippen von Chlorophyllmutanten, hat Herr Dr. C. Hi 11- 
qvist angebaut und uns freundlichst iiberlassen. Es war nache. 
wiesen, daf die Bastarden aus einer chlorophylldefekten und einer 
chlorophyllnormalen Gerste eine einfache Mendelspaltung erfahren. 

Auf dieses von Euler und H. Nilsson bearbeitete Material 
bezieht sich die in der Kinleitung gegebene Zusammenfassung 
der Katalasekonstanten. 

Diese Versuche sind dann mit einem ebenfalls yon 
Herrn Dr. Hallqvist zur Verfiigung gestellten Material tort- 
gesetzt worden, und zwar mit folgenden Linien von Chloro- 
phyllmutanten: 

Albina 3, Albina 4, Chlorina 1060/25. 

Hinsichtlich der Methodik der Katalasebestimmung kénnen 
wir wieder auf unsere friiheren Arbeiten verweisen: die Mes- 
sungen geschahen titrimetrisch; bei Verwendung von n/100-H,\), 
erwiesen sich die Reaktionskoeffizienten 1. Ordnung geniigend 
konstant, wenn die Reaktion bei 0° ausgefiihrt wurde, was 
stets der Fall war. 

Beispiel: 1 zerkleinerter Keimling, am 8. Keimungstag 0,10! g 
wiegend, wird mit Sand verrieben und in 5 ccm n/30-Phosphatputter 
bracht (p,,; = 6,80) und im Mérser mit 2 ccm destilliertem Wasser nach- 
gewaschen. Von der zentrifugierten Lésung werden 5 ccm in 20 ccm 
0.01 n-Wasserstofisuperoxydlésung eingetragen. In Zeitabstiinden 
10 Minuten werden die der Reaktionsmischung entnommenen Proben 
Permanganatlésung titriert. Reaktionstemperatur 0°. 


Minuten 5 10 15 20 
i 10° 35 3] 33 29 


') R.Goldschmidt, Physiol. Theorie der Vererbung, Springer 1 
— (Juarterly Rev. of Biology Bd. 3, 8S. 307 (‘ 928). 











ersucht werden, ob nicht Hemmungskérper der Katalase 
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Im folgenden sind also nur die Mittelwerte von & an- 


,oveben, und zwar sind dieselben durch einfache Proportionierung 


ein Keimlingsgewicht von 60 mg umgerechnet. In 


yderem Zusammenhang soll demnichst die Frage eingehender 
jiskutiert werden, ob es richtiger ist, bei vergleichenden 
Messungen wie bei den hier vorliegenden eine solche Reduktion 
yorzunehmen oder nicht. In der ersten Mitteilung von Euler 
und Nilsson sind sowohl die reduzierten als die nicht redu- 
zierten Werte angegeben und es zeigte sich, dab das End- 
ergebnis in beiden Fallen das gleiche ist. 


Unsere erste Aufgabe war, an Albina 3 und 4 die Konstanz 


jes Katalasegehaltes der chlorophylldefekten und der normalen 
criinen) Linie zu untersuchen. 


Albina 3. Zwischen Filtrierpapier angefeuchtet am 27. Februar. 
7. Keimungstag. Keimung unter LichtabschluB. 


Es entwickelt sich somit auch in den Chlorophyllnormalen Keiim- 


iugen kein griiner Farbstoft; die betreffenden Keimlinge sind gelb, Keim- 
nge der chlorophylidefekten Linie dagegen rein weib. 


Weibe Keimlinge Gelbe Keimlinge 
i:+108 11,2 10,0 11,2 25.2 23.9 23.0 


8. Keimungstag. 
Weibe Keimlinge Gelbe Keimlinge 
10° 14,1 14,3 14,5 24,6 26,1 20,0 25,8 25,2 21,5 


mn 11, Keimungstag an wurden die Keimlinge dem ziemlich starken, 


diffusen Sonnenlicht ausgesetzt. 


Am 12. Keimungstag wurde gefunden: 


Weibe Keimlinge Griine Keimlinge 
k+10° 14,4 13,5 31,9 38,0 
15,8 13,9 49.9 37,8 
13,1 _ 54,1 
16,7 — 35,0 a 


Am 14. Keimungstage betrugen die Mittelwerte von je 4 honstanten 


Weibe Keimlinge: 13,9 Griine Keimlinge: 38,3. 


Am gleichen Tage wurde eine Anzahl dieser Keimlinge 
der Luft rasch bei 25° getrocknet. Es sollte damit 
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dadurch inaktiviert werden und die Wirkung des Enzyms ety, 


verstiirkt zum Ausdruck kommt. Dies war aber nicht der Fa). 
vielmehr war offenbar ein Teil der Katalase inaktiviert wordey, 
Denn es ergaben sich folgende Mittelwerte der Konstanten 4. |(\’ 


WeiBbe Keimlinge: 3,3 Griine Keimlinge: — 17,5. 


Die, wie erwihnt, am 11. Keimungstag dem diffusen Lich: 
ausgesetzten Keimlinge waren am 12. Keimungstag bereits 
hellgriin und vom 13. Keimungstage an rein grin. Es hatte 
sich also Chlorophyll gebildet. Das Verhiltnis der Chloro- 
phyllmenge zur urspriinglichen Menge der gelben Farbstofie, 
die vorliutig unter der Bezeichnung Xanthophyll zusammen- 
getaBt werden mégen, ist sowohl von allgemeinem biochemischen 
als auch in diesem Zusammenhang von genetischem Interesse. 
Der Ubergang Xanthophyll—Chlorophyll wird deswegen einer 
eingehenderen Priifung unterzogen. Die spektrophotometrische 
Voruntersuchung fiihrte an Albina 3 (und Albina 4) zu den 
Resultaten, welche in der folgenden Tabelle verzeichnet sind. 
Uber unsere Versuchsmethodik ist folgendes mitzuteilen: 

Unter den Keimlingen wurden Exemplare von mittlere: 
(sréBe ausgesucht, die Kornhiilse wurde entfernt und der Keim- 
ling gewogen. Die gewogenen Keimlinge wurden, jeder {ii 
sich, in einer Reibschale mit wasserfreiem Na,SO, geriebeu. 
welches teils die Feuchtigkeit aufnahm, teils das Zerkleinern 
erleichterte. Einige Kubikzentimeter Chloroform wurden 2u- 
gesetzt, in welchen sich der Farbstoff leicht léste. Die feste: 
Teilchen wurden abfiltriert und quantitativ mit Chloroform 
ausgewaschen, so daB der Extrakt schlieBlich 5 ccm betrug. 
Die Farbe der Lésung war gelb, wenn nur Xanthophyll an- 
wesend war, dagegen stark griin, wenn sie auch Chlorophyll 
enthielt; sie wurde photographisch spektroskopiert und zwa: 
in ein paar verschieden dicken Schichten, um eine passende 
Absorption in verschiedenen Teilen des Spektrums zu erhalten. 
Dieses Verfahren war besonders wichtig bei Gegenwart vo! 
Chlorophyll, da dieses auBer dem charakteristischen Band 1: 
Rot auch stark in Blau absorbiert, wo Xanthophyll zwe! 
Binder gibt, deren Auftreten auf der Platte ganz oder teil 
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weise dem Chlorophyll zugeschrieben werden kénnte. Natiir)jc}, 
muB das Verhiltnis zwischen den beiden Pigmenten (Xanilo. 
phyll: Chlorophyll) im Extrakt hinreichend groB sein, damj: 
nicht das Xanthophyllspektrum ganz vom Chlorophyllspektruy, 
verdeckt wird; in diesem Fall ist ja sowohl eine Konzentrativns. 
wie eine Schichtiinderung nutzlos. ‘l'atsichlich bestand in 
vorliegenden Fall ein relativ giinstiges Konzentrationsverhiltnis 
der beiden Farbstoffe. Um relative Werte der Pigment. 
konzentrationen der verschiedenen Keimlinge zu erhalten, wurden 
die Spektra mittels eines Mikrophotometers registriert und die 
maximalen Galvanometerausschlige wurden fir die betreffenden 
Absorptionsbinder gemessen. Man findet dieselben angegeben 
in Millimetern in den Spalten 2, 3, 4 und 5 der Tabelle fiir 
die daselbst eingetragenen Wellenlingen, naimlich 484, 460 nv 
(Xanthophyll) und 436, 666 mu (Chlorophyll). In den beiden 
nichsten Spalten stehen die Quotienten * * Werte der Spalten 2 
und 3 sowie 3 und 4. Die Nenner sir.i die Galvanometer- 
ausschlige fiir die Wellenlingen 484 mu und 666 mu. Lie 
(Juotienten zeigen sich v. rhaltnismibig konstant in den Spalten ‘i 
und 7 im Vergleich mit dem Quotienten (Spalte 8) zwischen 
den Zahlen aus den Spalten 4 und 2 (Chlorophyll: Xanthophy!l. 
Hieraus kann man den SchluB ziehen, daB die Bander bei 
484 mu und 460 my hauptsichlich vom Xanthophyll herriihren: 
anderenfalls miiBte der (Quotient in Spalte 8 ebenfalls kon- 





stant sein. 
Spalte 9 und 10 enthilt schlieBlich den relativen Gehalt 


von Xanthophyll bzw. Chlorophyll per Gramm des Keimlings. 

Die Figur 1 zeigt eine Reproduktion der Kurven, welcli 
erhalten wurden durch Registrierung des Absorptionsbande- 
666 mu. Die vier oberen Kurven beziehen sich auf ic 
Extrakte von vier verschiedenen Keimlingen, photographiert in 
der gleichen Schichtdicke, nimlich 15,2 mm. Die vier tie! 
liegenden Spitzen beziehen sich auf die gleichen Keimling:- 
extrakte wie die oberen, sind aber in 20,5 mm dicker Schic)t 


photographiert. 
In der Figur 2 stellen die beiden oberen Kurven teils ei: 


Absorptionsspektrum im Ultraviolett des Chlorophyllextrak«e- 
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um das Kurvenbild deutlicher zu machen). Diese Kurve 
t ein deutliches Maximum bei 2 = 288 mu. Die Existenz des 
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links davon liegenden Maximums ist unsicher. Nur die xant},,. 
phyllhaltigen (normalen) Keimlinge geben dieses Band (288 1)),, - 
die xanthophyllfreien (chlorophylidefekten) Keimlinge zeige, 
kontinuierliche Absorption. Das Band rihrt nicht von Xant},- 
phyll her, da dieser Farbstoff im Ultraviolett sehr durc.. 
lassig ist.?) 

Albina 4, zwischen Filtrierpapier angefeuchtet den 1. Mirz. 


Diese Chlorophyllmutanten sind ebenfalls beschrieben von Hal... 
qvist (a. a. O.). 


6. Keimungstag. Keimung unter Lichtabschlub. 


Mittl. 4-10° WeiBe Keimlinge Gelbe Keimling: 
21,7 84 
7. Keimungstag. (Fortgesetzter LichtabschluB). 

ire 109 WeiBe Keimlinge Gelbe Keimlinge 
11,5 26,6 20,3 
13,1 24,2 23.5 
12,2 26,6 17,1 
ion sane 25,2 


8. Keimungstag. (Fortgesetzter LichtabschluB). 


k+108 Weibe Keimlinge Gelbe Keimlinge 
12,8 29.6 26,9 
12,3 28,3 27,9 


15. Keimungstag. (Fortgesetzter LichtabschluB). 
Sowohl die gelben als die weiBen Keimlinge hatten nun ce’ 
mittlere Linge von 22—24 cm erreicht. Auch die weiBen Keimlir 
zeigten iiuBerlich eine in jeder Hinsicht normale Entwicklung. 


ke103 Weibe Keimlinge Gelbe Keimlinge 
20,7 26,2 
20,4 26,8 
22.6 27,3 


Ks war also hier die iuBerst auffallende Erscheinung ein- 
getreten, daB zwischen dem 8. und 15. Keimungstage e¢: 
annihernder Ausgleich des Katalasegehaltes de 
weiben und gelben Keimlinge eingetreten war. 


Chlorina 1060) 25. 


Ks handelt sich hier um eine homozygote Linie, welcliv 


besonders deswegen in den Bereich der Untersuchung gezoze’ 


') Vgl. Karrer, B.v. Euler u. H. v. Euler, Sv. Vet. Akad. Ar! 
f. Kemi Bd. 10 B, Nr. 3. 
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den war, weil bei den griinen Linien der Chlorophyll- 
+anten mit dominierendem Griin die griinen homozygoten 

heterozygoten Keimlinge sich hinsichtlich des Katalase- 
l -ohaltes unterscheiden konnten. Wir vermuteten deshalb, dab 
a liese homozygote Linie eine gréBere Konstanz der Katalase- 

kung zeigen wiirde als Albina 3 und 4. Dies traf auf- 
‘. |jenderweise nicht zu, wie die folgenden Werte fiir 4- 10% zeigen. 


12. Keimungstag 


bhi \. _Keimungstag 9. Keimungstag (1 Tag belichtet) 
16,5 16,8 29.5 27,6 27,2 35,4 
13,3 13,1 30,5 —_ 25,6 37,7 
13,2 19,7 one ~_ 34,7 40.5 


} 10,8 = — _ on 33.8 

Die weitere Untersuchung muB hier zeigen, ob diese hin- 
sictlich Chlorophyll homozygote Linie sich vielleicht hinsicht- 
lich der Katalasewirkung heterozygot erweist, eine Frage, 
welche fiir die Aufklarung der an der Chlorophyllbildung be- 
‘eiligten Erbeinheiten von erheblichem Interesse ist. 





B. Versuche tber andere Enzymwirkungen bei 
Chlorophyllmutanten. 

Bereits in der Untersuchung von Euler und Nilsson 
erwihnt worden, daB an Albina 1622/27 orientierende 
Versuche hinsichtlich der Amylasewirkung und der Mutase- 
wirkung der beiden Mutanten angestellt worden waren. Herr 
Harald Nilsson hatte mit der Methode von Shaffer-Hart- 
nn die Amylasewirkung von gekeimten Kornern der 
veifen und der griinen Linie verglichen. Das Ergebnis der 
sehr kleinen Versuchsreihe war folgendes gewesen, aus- 
zedriickt in Reaktionskonstanten 4-10° fiir je ein Korn, redu- 
jert am 12. Keimungstag auf ein mittleres Gewicht von 76 mg: 

Griine Linie . . . . 9 29,5 17,2 19,5 36,2 

WeiBe Linie . .. . 82,1 38,5 40,5 -— 
Hier war also, wie ersichtlich, der Unterschied zwischen 
beiden mendelnden Linien viel weniger ausgepriigt als 
e! insichtlich der Katalase. Es ist zu vermuten, dab diese 
(uterschiede bei fortschreitender Keimung zunehmen; indes 
en wir hierauf nicht weiter eingehen, da die Rolle der 
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Amylasewirkung bei der Mendelspaltung von Herrn Hay}; 
Nilsson in diesem Institut weiter verfolgt wird. 

In nachster Beziehung zu den Fragen, welche (ey. 
fiir die Chlorophyllbildung bestimmend sind, stehen die Unter. 
suchungen der Reduktionsenzyme (Mutasen) und der Peroxy. 
dasen bei der Mendelspaltung der Chlorophyllmutanten. 

Zur Untersuchung der Oxydo-Reduktionsenzyme habe; 
wir uns der Methode von Thunberg-Ahlgren bedient, inden 
wir je ein Korn bzw. je einen vom Korn abgetrennten Keim- 
ling in Pufferlésung mit Sand verrieben und den vom Sand 
befreiten Inhalt mit einem geeigneten Donator in ein evakuier- 
bares Thunbergréhrchen brachten, in welches ein inneres 
Rodhrchen mit Methylenblau in bekannter Weise eingesetz: 
worden war. Als Donatoren wiihlten wir in Riicksicht aut dei 
friiheren Befund dieses Laboratoriums, wonach Hexosediphos.- 
phorsiiure einen ausgezeichneten Wasserstoffdonator fiir wenig- 
stens einen Typus von Redoxenzymen darstellt'), die genaunte 
Kohlenhydrat—Phosphorsiiure. Ferner wurden verwendet: Bern- 
steinsiure, Apfelsiiure und Asparagin. Wir haben schon friiler 
die Annahme von Thunberg bestitigen kénnen, daB die Koblen- 
hydratredoxase von der Bernsteinsiiureredoxase verschieder 
sein muB (in erster Linie deswegen, weil nur erstere de 
(o-Zymase als Co-Enzym bedarf). Unsere Versuche an Gerste 
scheinen dies voll zu bestatigen, sie scheinen uns auch daraui 
hinzudeuten, daB entsprechend der Annahme von Thunberg 
tatsiichlich die Spezifitit der Redoxasen noch gréBer ist, cat 
also in einem und demselben Pflanzenmaterial eine Reihe vou 
verschiedenen Redoxasen existieren. DemgemaB ist natiirlich 
der Nachweis ihrer Mendelspaltung schwierig und die Deutung 
der Versuche fiihrt zu verwickelten Verhiiltnissen, auf die hier 
einzugehen nicht der Raum ist. 

Es mag nur erwiihnt werden, dab sich die Thunbergsche 
Methodik zum Studium dieser Frage als durchaus anwend)ar 
erwiesen hat und daB z. B. mit Asparagin merkliche Unter- 


schiede zwischen den Mutanten bei Albina 1622/27 auftraten, 





') Euler u. Nilsson, Diese Zs. Bd. 160, S. 234 (1926); Bd. \°- 
S. 72 (1926). 
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welche durch folgende Mittelwerte der Entfirbungszeiten dar- 
vestellt werden (Versuchstemperatur 30°): 
Griine Linie: 150 Min. WeiBe Linie: 170 Min. 

SchlieBlich seien unsere ersten Versuche iiber das Ver- 
halten der Peroxydase bei der Mendelspaltung erwihnt. 

Ks konnte zunichst leicht nachgewiesen werden, daB die 
Gerstenkeimlinge bereits nach 5 tigiger Keimung ziemlich per- 
oxydasereich sind. Zur quantitativen Messung der Peroxydase- 
wirkungen verwendeten wir die Methode von Willstiatter 
und Stoll. 

In 200 cem Wasser von 20° wurden unter Umschiitteln 0,5 g reines 
Pyrogallol gelést. Hierzu wurden 5 mg Wasserstoffsuperoxyd gegeben 
‘etwa | cem einer 0,5 °/, igen Lésung, die mit KMnO, eingestellt war). Zu 
dieser Lésung wurde der Enzymextrakt zugesetzt, und zwar entweder 
eines ganzen Keimlings oder eines aliquoten Teiles. Nach 5 Minuten 
wird die Reaktion mit 5cem 4 n-Schwefelsiure abgebrochen. Die Lésung 
wird mit Ather extrahiert, und zwar 4 mal mit je 20 ecm; die Ather- 
gy wird verdiinnt und im Lovibondapparat unter Zugrundelegung 
einer Standardlésung von Purpurogallin gemessen. 

Auf diese Weise erhielten wir an Albina 4 am 4. Keimungs- 
tag die folgenden relativen Werte: 


Gelbe Keimlinge . . ... . 57 
Weibe Keimlinge . . .. .. 638 


Osun 


Somit fielen die Unterschiede zwischen den Mutanten in die 
Grenzen der individuellen Schwankungen. 


Zusammenfassung. 

In Bestitigung der Versuche von Euler und H. Nilsson 
wurde an zwei mendelnden Chlorophyllmutanten, Albina 3 und 
Albina 4 (Hallqvist), gefunden, daB die beiden reinen Linien, 
die chlorophylldefekte und die chlorophyllhaltige, durch ver- 
schiedene, recht konstante Katalasewirkungen charakterisiert sind, 
[ie beiden Katalasewirkungen gruppieren sich in den ersten 6—16 
Keimungstagen um Werte, welche sich wie 1:2 bis 1:3 verhalten. 

(Gleichzeitige kleine Mendelspaltungen werden hinsichtlich 
ier Amylasewirkung und der Redoxasewirkung gemessen. 

Ks scheint, daB in unseren chlorophylldefekten Linien die 
Peroxydasewirkung gegen die normale nicht oder nur unbedeutend 
verschoben ist. 
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Zur Frage des Einflusses des Blutserums 
von Stoffwechselgesunden und Alkaptonurikern auf dic 
Homogentisinsaure. 
Von 


Franz Lanyar und Hans Lieb. 


Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Graz.) } 


(Der Redaktion zugegangen am 10, April 1929.) 





Schon vor lingerer Zeit erschien eine Mitteilung yo 
O. Gross’), worin gezeigt wird, daf normales Tier- und Menschen- 
blutserum Homogentisinsiiure zum Verschwinden bringt, wihren( 
Alkaptonurikerserum diese Erscheinung nicht aufweist. Gros: 
schlieBt daraus auf die Anwesenheit eines die Homogentisin- 
siiure abbauenden Fermentes im normalen Serum und das 
Fehlen dieses Fermentes im Alkaptonurikerserum. Die Ver- 
suche wurden von ihm meist in der Weise angestellt, dab 2: 
10 ccm Serum bis zu 158 mg Homogentisinsdure, gelost : 
10 cem physiologischer Kochsalzlésung, zugesetzt und das Ge- 
misch in den Brutschrank gestellt wurde. Er _ beobachtete 
dabei eine starke Abnahme der Homogentisinsiure, namentlic: 
in den ersten 10 Stunden. Nach 25 Stunden war die Homo- 
gentisinsiuremenge von 158 mg auf 46 mg gesunken. Av 
10 ccm Alkaptonurikerserum, dem 161 mg Homogentisinsiiure 
gelést in 15 ccm physiologischer Kochsalzlésung, zugeset:' 
worden waren, wurde nach 24-Stunden die gesamte Homo- 
ventisinsiiure wieder gefunden. 

Wegen ihrer grundlegenden Bedeutung wurden diese Ver- 
suche in neuerer Zeit von G. Katsch und Grete Stern’) 1 





') Biochem. Zs. Bd, 61, S. 165 (1914). 
2) Deutsches Archiv. f. klin. Medizin Bd. 151, S. 329 (1926). 
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villig gleichen Ergebnissen wiederholt. In ihren Versuchen 
-erschwanden von 150mg Homogentisinsiure in wiiBriger Lisung, 
die zu 10 ccm Serum von stoffwechselgesunden Personen zu- 
zesetzt waren, bei mehrstiindigem, bis 48 stiindigem Stehen im 
Brutschrank bei 37,5° betrichtliche, aber in den einzelnen 
Versuchen sehr wechselnde Mengen der Siiure aus den ver- 
schiedenen Sera, meist jedoch mehr als 50°/,.. Die Abnahme 
ging anfangs proportional der Zeit, spiter langsamer vor sich. 
Die Grossschen SchluBfolgerungen jedoch, dab das Ver- 
schwinden der Homogentisinsiure aus dem normalen Serum 
durch ein Ferment zustande komme, bestiitigen sie nicht und 
‘ihren den Nachweis, daB das Verschwinden der Homogentisin- 
siure aus normalem Serum auf einer einfachen Oxydation 
durch den Luftsauerstoff beruhe, wihrend sie das Nicht- 
verschwinden der Siure aus Alkaptonurikerserum durch dessen 
xydationshemmende Kraft erkliren und einen Hemmungs- 
xérper annehmen, der nach der EnteiweiBung des Serums ins 
Siltrat iibergeht. Sie zeigten niamlich, daB einerseits unter 
villig anaeroben Bedingungen die Homogentisinsiiure aus dem 
remisch von Normalserum und Homogentisinsiiurelésung nicht 
verschwindet, andererseits jedoch aus der wiBrigen Liésung 
‘er Siure allein in 24 Stunden bei 37,5° bis zu 34°/, der 
‘reien Sure verschwinden. Nach ihren Versuchen wird die 
tomogentisinsiure auch bei saurer Reaktion auSerordentlich 
eicht oxydiert, ohne dabei die Farbe zu veriindern, also unter 
dildung eines farblosen Oxydationsproduktes — sie nennen es 
xyalkapton —, welches dem Titrationsnachweis nach Bau- 
mann?) nicht mehr zugiinglich sei. 

Diese Ergebnisse von Katsch und Stern mit wiiBrigen 
‘lomogentisinsaiureliésungen stehen mit unseren Beobachtungen 
‘n Widerspruch. In unserer, vor kurzem erschienenen Ver- 
‘flentlichung tiber die jodometrische Bestimmung der Homo- 
ventisinsiure im Harn?) fiihrten wir den Nachweis, daB die 
Homogentisinsiuremenge im Harn, so lange dieser gegen Lack- 


ED 


') Diese Zs. Bd. 16, S. 268 (1892). 
*) Diese Zs, Bd. 191, S. 199 (1929). 
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mus noch sauer reagiert, unter dem KinfluB des Luftsauer- — j 
stofis nicht absinkt. Zahlreiche weitere Versuche mit wiBriger 
Homogentisinsiiurelésungen verschiedener Konzentration, div 
tage- ja wochenlang dem Luftsauerstoff ausgesetzt waren ode: 
auch lingere Zeit bei 37° standen, zeigten immer wieder, dai 
durch den Luftsauerstoff die Homogentisinsiure, so- 
lange saure Reaktion herrscht, nicht oxydiert wird. 

Zur Erklarung dieser Unstimmigkeiten zwischen unsere 
Ergebnissen und denen von Katsch und Stern erwogen wir 
anfangs die Méglichkeit, ob etwa die Methode von Baumann’, 
deren jene sich bedienten, die Homogentisinsiuremenge naci: 
lingerer Sauerstoffeinwirkung nicht mehr quantitativ ertass:. 
In mehreren Bestimmungen jedoch, die wir nach der Bau- 
mannschen Methode mit Ammoniak von der Konzentratio: Jf 
c= 7,5 ausfiihrten, konnten wir stets denselben Silbernitrat- 
verbrauch feststellen, gleichgiiltig, ob wir mit frisch bereitete 
wiBrigen Lésungen der Saure arbeiteten oder mit Lésunge., 
die 20—40 Stunden im Brutschrank bei 37° C gestanden waren. 
Die Ergebnisse stimmten auch vollig mit den nach der jod:- 
metrischen Methode erhaltenen iiberein. 

An dieser Stelle weisen wir darauf hin, daB die jodometrisc|. 
Methode der Methode nach Laumann weit itiberlegen ist, insbesonder: 
deshalb, weil schon eine einmalige Titration fiir eine genaue Bestimmunz 
geniigt. Dagegen kann der Endpunkt der Titration nach Bauman: 
nur bestimmt werden, indem man die Grenzen fiir den Verbrauch iu 
n 10-Silbernitratlsung immer mehr einengt, was ein mehrmaliges, unter 
Umstiinden ein oftmaliges Titrieren erfordert. Dadureh wird aber ei: 
Bestimmung bei kleinen Fliissigkeitsmengen fast unméglich. Ein weitere: 
Nachteil ist, daB die Exaktheit der Bestimmung sebr von der Raschheit 
des Zusatzes der Silberlésung und der Ammoniakkonzentration in de 
zu titrierenden Fliissigkeitsgemisch abhiingt.?) Vielleicht sind auf dies: 





1!) A. a. O. 

*) Hier méchten wir auch bemerken, daB die Arbeitsvorschrift vo: 
Baumann zur Bestimmung der Homogentisinsiure im Harn, die in 4: 
Mehrzah! der Sammelwerke unveriindert aufgenommen worden ist, in- 
sofern fehlerhaft ist, als dort der Zusatz einer nur 3 °/,igen Amimonias- 
lésung vorgeschrieben wird, wihrend fiir den Ablauf der Reaktion 1: 
5 Minuten die Ammoniakkonzentration im Titrationsgemisch 3° 
betragen muB. Darauf hat iibrigens Baumann selbst an eine’ 
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ed 


Ligenheiten der Methode zum Teil die Differenzen zwischen unseren 


A 


Ergebnissen und denen von Gross, bzw. Katsch und Stern zuriick- 
zufiihren. 

Die Widerspriiche in den Ergebnissen mit reinen, wiiBrigen 
Homogentisinséurelésungen waren fiir uns der AnlaB, auch die 
Versuche tiber den EinfluB des normalen und Alkaptonuriker- 
serums auf die Homogentisinsiure nachzupriifen. Vor allem 
moéehten wir schon an dieser Stelle darauf hinweisen, daB die 
Versuchsanordnung, wie sie Gross zum Nachweis einer Ferment- 
wirkung gewahlt hat, hierfiir ungeeignet ist. Die Homogentisin- 
siure ist eine verhaltnismaBig starke Siiure, stiirker als die 
Kssigsiure, wie schon aus ihrer Konstitution zu erwarten ist. 
Die von uns nach der Indicatorenmethode ohne Putier nach 
Michaelis ermittelte Wasserstoffionenkonzentration betrigt fiir 


‘9 molare Losung Pu = 2,7 H = 2-1072 
/100 ” ” Pr = 3,3 H = §-10~ 
"1000 99 ” Pr = 3,7 H = 2-10-* 


Daraus ergibt sich als Dissoziationskonstante 

K = 4-107° (K der Essigsiure = 1,86-10—* (25° C)). 

In einem u&quimolekularen Siéiure-Salzgemisch ('/,, molzar) 
war der p, = 4-3. Daraus ergibt sich: H = K = 5-10-5. 

Setzt man zu 10 ccm Serum 150 mg Homogentisinsiure 

{0 ccm physiologischer Kochsalzlésung zu, wie dies Gross 
‘at, so wird der Wasserstoffexponent p,, des Serums so stark 
ach der sauren Seite verschoben (p,, etwa 4,8—4,9), daB eine 
“ermentwirkung wohl kaum zustande kommen kann. AuBer- 
jem kommt es dabei bereits zur teilweisen Ausflockung von 
HiweiB, 

Unsere Versuche iiber den EKinfluB des Serums auf die 
Homogentisinsiure fiihrten wir zuerst in Anlehnung an die An- 
caben von Katsch und Stern in der Weise durch, daB wir zu 


menschlichem Normalserum eine wiBrige Homogentisinsiure- 
sung zusetzten und dann im Brutschrank bei 37° stehen lieBen. 


‘riiheren Stelle derselben Arbeit hingewiesen, und auch Garrod und 


urtley haben spiter darauf aufmerksam gemacht (Jl. of Physiol. 
id. 33, S. 206 (1907)]; zitiert nach Neubauer-Hupperts, Analyse des 
larnes, 11. Aufl., S. 861 (1913). 
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Versuchsreihe A. 

I. 121,5 mg Homogentisinsiiure in 4 cem Wasser gelést, wurden z 
10 ccm frischem Seruin zugesetzt, das Gemisch 21 Stunden im Brur- 
schrank bei 87° stehen gelassen, darauf mit 60 cem Wasser verdiini: 
und nach Zusatz von 5 Tropfen einer konzentrierten Zinksulfatlésun- 
im siedenden Wasserbade enteiweibt. Nach dem Abkiihlen und Au: 
fiillen auf 100 cem wurde filtriert und 50 cem des Filtrates fiir die jody. 
ietrische Homogentisinsiurebestimmung verwendet. 

50 cem Filtrat verbr. 6,84 ccm n/10-Jod = 57,48 mg Hom.-Siiure 

Verlust: 6,54 mg = 5,38 °/). 

Il. Dieselbe Homogentisinsiiuremenge zu 10 cem inaktivierte: 
Serum (2 Stunden bei 56°) zugesetzt. Nach 21 stiindigem Stehen b. 
37° die weitere Behandlung wie unter I. 

50 cem des Filtrates verbr. 6,80 com n/10-Jod = 57,14 mg Hon 
Siure. 

Verlust: 7,22 mg = 5,94 °/,. 

Ill. Dieselbe Homogentisinsiiuremenge wurde 21 Stunden bei 37 
stehen gelassen, dann erst 10 cem frisches Serum zugesetzt und daraw! 
sofort enteiweiBt. 

50 ccm des Filtrates verbr. 6,92 cem n/10-Jod = 58,15 mg Hom. 
Siiure. 

Verlust: 5,2 mg = 4,28 °,,. 

Die zugesetzte Homogentisinsiiuremenge wurde fiir die folgende 
Versuche rund auf die Hilfte herabgesetzt und betrug 58,3 mg. | 
iibrigen war die Versuchsanordnung so wie oben. 


I. 50cem Filtrat verbr. 8,20 cem n/10-Jod = 26,89 mg Hom.-Sius 
Verlust: 4,52 mg = 1,75 °/,. 

II. 50cem Filtrat verbr. 8,06 cem n/10-Jod = 25,71 mg Hom.-Siur 
Verlust: 6,88 mg = 11,8 °/,. 

III. 50cem Filtrat verbr. 3,17 cem n/10-Jod = 26,64 mg Hom.-Siiur 
Verlust: 5,0 mg = 8,61 °/o. 

Schon aus diesen Versuchen ist klar ersichtlich, daB auc! 
bei Luftzutritt die Homogentisinsiuremenge unter 
dem EinfluB des Serums von Stoffwechselgesunde: 
nicht absinkt. Die Verluste, die dabei auftreten, sind leicht 
erklirlich, da die SerumeiweiBkirper eine kleine Menge de 
freien Siiure binden und dadurch der Bestimmung entziehe. 
Sie sind jedoch nicht konstant und hingen von der Meng? 
der zugesetzten Homogentisinsiiure sowie vermutlich von de 
Bedingungen bei der EnteiweiBung ab. Unter genau gleiche 
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Bedingungen sind die Verluste annihernd gleich grob. Sie 
schwankten in unseren Versuchen mit Homogentisinsiure- 
mengen von 50—150 mg zwischen 4 und 10°, 


Versuchsreihe B. 


Die folgenden Versuche wurden angestellt, um den Ein- 
‘ub des Luftsauerstofis auf Lésungen kennen zu lernen, in 
ienen die Homogentisinsiure gréBtenteils neutralisiert worden 
ar, deren p,, sich also dem Neutralpunkt niherte: 


I. 10 cem Homogentisinsiurelésung, die mit n/10-Natronlauge so 
eit neutralisiert war, daB deren py, 5,8 betrug, verbrauchten 14,34 ccm 
.20-Jod = 60,25 mg Homogentisinsiure. 

la. 10cem der Lésung von dem py, = 5,8 verbrauechten nach 
3 stiindigem Stehen bei 37° 13,94 cem n/20-Jod = 58,56 mg Hom.-Siiure. 

Verlust: 1,69 mg = 2,81 °/). 

If. 5 cem Homogentisinsiure von dem p,,; = 6,8 verbrauchten 
7.17 cem n/20-Jod = 30,13 mg Homogentisinsiiure. 

Ila. 5cem Homogentisinsiure von dem p,; = 6,8 verbrauchte: 
Lach 24 stiindigem Stehen bei 37° 6,36 cem n/20-Jod = 26,72 mg Hom. 
“dure. 

Verlust: 3,41 mg = 11,32 °/). 

Ill. 5 cen Homogentisinsiure von dem p,, = 7,2 verbrauchten un- 
ittelbar nach der Neutralisation 7,07 cem n/20-Jod = 29,71 mg Hom.- 
Saure, 

lila. 5cem Homogentisinsiure von dem p,,; = 7,2. verbrauchten 
ch 23 stiindigem Stehen bei 37° 6,06 cem n/2U0-Jod = 25,46 mg Hom.- 

“‘iure. 


Verlust: 4,25 mg == 14,30 °/). 


Aus diesen Versuchen ersieht man, wie ja zu erwarten 


ist, daB die Verluste in dem Mabe griéBer werden, als der p,, 


ler Lésungen sich dem Werte 7 niihert. Die Lésung von 
‘en p,, = 7,2 fiirbt sich schon nach einigem Stehen bei Zimmer- 


‘emperatur unter der Einwirkung des Sauerstoffs briiunlich. 


Versuchsreihe C. 


Wird zum Serum eine Homogentisinsiiurclésung zugesetzt, die be- 


Att 


its weitgehend neutralisiert ist, so wird dadurch der p;, des Serums 


sau veriindert und bleibt gréBer als 7. Dementsprechend sinkt die 
‘lomogentisinsiuremenge bei lingerem Stehen im Brutschrank unter 


‘m KinfluB des Luftsauerstoffs stiirker ab. Zu den folgenden Ver 
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suchen wurde eine Homogentisinsiurelésung verwendet, die mit n jp. 
Lauge auf p,;, = 5,4 gebracht worden war: 


I. 10 cem der Liésung von der p,;, = 5,4 verbrauchten 14,10 ey 
n/20-Jod = 59,24 mg Hom.-Siure. 

Ia. 10 cem derselben Lésung verbrauchten nach 15 stiindiger, 
Stehen bei 37° 14,10 cem n/20-Jod = 59,24 mg Hom.-Siure. 

IJ. 10 eem der Lésung wurden mit 10 cem frischem Serum ve; 
setzt, der p;; = 7,6 ermittelt, sofort enteiweiBt und auf 100 cem avi. 
gefiillt. 50 cem des Filtrates verbrauchten 6,46 cem n/20-Jod = 27,14 mz 
Hom.-Siiure. 





Verlust: 4,96 mg = 8,37 °/,. 


Ill. 10 eem derselben Lésung wurden mit 10 cem inaktiviertem 
Serum (2 Stunden bei 56°) versetzt (p,,; = 7,6) und 15 Stunden bei 37 
stehen gelassen. Nach der EnteiweiBung verbrauchten 50 cem des 
Filtrates 4,86 cem n/20-Jod = 20,42 mg Hom.-Saure. 

Verlust: 18,40 mg = 31,06 °/,. 

IV. Das gleiche Serum-Homogentisinsiuregemisch von der p,, =7,: 
wie bei II. wurde 15 Stunden bei 37° stehen gelassen. Nach der Ent- 
eiweiBung verbr. 50 ccm des Filtrates 4,75 cem n/20-Jod = 19,91 mg 
Hom.-Siure. 

Verlust: 19,32 mg = 32,61 °/,. 

Fiir die folgenden Versuche wurde die Homogentisinsiiure 
ebenfalls so weit neutralisiert, daB keine wesentliche Ver- 
inderung im p,, des Serums eintreten konnte. 

Derselbe Versuch wie oben mit der doppelten Homogentisiusiure- 
menge: 

I. 10 cem der Lésung verbrauchten sofort nach der Neutralisation 
13,94 cem n/10-Jod = 117,1 mg Hom.-Siure. 

Ia. 10 cem derselben Liésung verbrauchten nach 21 stiindigem Stehen 
bei 37° 13,38 eem n/10-Jod = 112,4 mg Hom.-Siure. 

Verlust: 4,7 mg = 4,01 °/). 

II. Zu 10 cem der Lésung, die 21 Stunden bei 37° gestanden war, 
wurden jetzt 10 eem frisches Serum zugesetzt, enteiweiBt und auf 100 ccm 
aufgefiillt. 50cem Filtrat verbrauchten 6,43 eem n/10-Jod = 54,03 mz 
Hom.-Siure. 














Verlust: 9,04 mg = 7,72 °/). 











III. Das Gemisch derselben Homogentisinsiurelésung mit 10 ccm 
Serum blieb 21 Stunden bei 37° stehen. 50 ccm Filtrat verbrauchten 
5,41 cem n/10-Jod = 45,46 mg Hom.-Siure. 

Verlust: 26,18 mg = 22,36 °),. 
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Versuchsreihe D. 


DaB auch das Serum des Alkaptonurikers sich nicht 
anders verhalt als das des Stoffwechselgesunden, zeigt folgen- 
der Versuch: 

I. 10 cem einer fast neutralisierten Homogentisinsiiurelésung ver 
brauchten 18,89 cem n/10-Jod = 116,7 mg Hom.-Siiure, 

Ia. 10 ecm derselben Lésung verbrauchten nach 21 stiindigem Stehen 
bei 87° 18,27 eem n/10-Jod = 111,5 mg Hom.-Siiure. 

Verlust: 5,2 mg = 4,46 °/). 

II. Zu 10 cem derselben Lésung wurden nach 21 stiindigem Stehen 
pei 87° 10 cem frisches Alkaptonurikerserum zugesetzt, enteiweiBt und 
auf 100 eem aufgefiillt. 50 ccm des Filtrates verbrauchten 6,23 ecm 
1 10-Jod = 52,35 mg Hom.-Siure. 

Verlust: 12,0 mg = 10,28 °).. 

III. Das Gemisch derselben Homogentisinsiiurelésung mit 10 ecm 
Alkaptonurikersiiure blieb 21 Stunden bei 37° stehen. Nach dem Ent- 
eiweiBen und Auffiillen auf 100 cem verbrauchten 50 ccm Filtrat 5,46 cem 

\0-Jod = 45,38 mg Hom.-Siiure. 
Verlust: 24,94 mg = 21,37 ° 


Versuchsreihe E. 

SchheBlich zeigt folgender Versuch, daB genau dieselben 
Erscheinungen auch unter Verwendung von HiihnereiweiB zu 
veobachten sind: 

I. 10 ecm einer so wie bei D neutralisierten Homogentisinsiure- 
‘osung verbrauchten sofort nach der Neutralisation 13,94 cem n 10-Jod 
= 117,1 mg Hom.-Siure. 

Ia. 10 ecm derselben Lésung verbrauchten nach 21 stiindigem Ver- 
weilen bei 87° 13,88 cem n/10-Jod = 112,4 mg Hom.-Siure. 

Verlust: 4,7 mg = 4,01 ° 4. 

II. Zu 10 cem der Lésung, die 21 Stunden bei 37° gestanden war, 
wurden jetzt 10 cem Hiihnereiwei8 gegeben, enteiweiBt und auf 100 ccm 
utgefillt, 50cem Filtrat verbrauchten 6,23 cem n/10-Jod = 52,35 mg 
llom.-Siiure. 

Verlust: 12,4 mg = 10,59 °),. 


III. Das Gemisch derselben Homogentisinsiiure mit 10 ccm Hiihner- 


eiweib blieb 21 Stunden bei 37° stehen. 50 ccm des Filtrates (nach 


r EnteiweiBung und Auffiillen auf 100 cem) verbrauchten 5,31 cem 
\0-Jod = 44,62 mg Hom.-Siure. 


Verlust: 27,86 mg = 23,79 °',. 
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Zusammenfassung. 

1. Es wird gezeigt, da& die Menge der freien Hon. 
gentisinsiure in wiBriger Lisung unter dem HinfluB des Lu. 
sauerstofis auch bei langerer Einwirkung bei Zimmer- ode: 
Brutschranktemperatur (87° C) nicht absinkt. Ein farblo.. 
Oxydationsprodukt (Oxyalkapton), welches nach Katsch un: 
Stern durch den Luftsauerstoff aus Homogentisinsiure entstehe: 
soll, existiert also nicht. Eine nach mehrtigigem Stehen dey 
wiBrigen Lésung an der Lutt auftretende geringfiigige Verfirbun. 
beeintluBt die quantitative Erfassung der Homogentisinsiiur: 
nicht. Kin Absinken des Gehaltes ist nur dann zu beobachtey 
wenn die Siiure neutralisiert wird oder gar freies Alkali enthiil: 

2. Bei Vermischung der freien Homogentisinsiiure i: 
wiibriger oder physiologischer Kochsalzlésung mit dem Seruy 
von Stoffwechselgesunden tritt zwar infolge Adsorption un’ 
Bindung von Homogentisinsiure an die SerumeiwelBbkorpe: 
ein kleiner Verlust auf; dieser schwankt unter den gewillter 
Versuchsbedingungen (10 ccm Serum und 50—150 mg Siiure 
zwischen 4 und 10°/, der zugesetzten Siure, wird jedoch nich 
oder nur unwesentlich gréBer, wenn das Gemisch 15—21 Std 
bei 37° stehen bleibt. 

3. Bei Zusatz von Homogentisinsiure, die so weit neutrali- 
siert ist, daB der Wasserstoffexponent p,, des Serums durc. 
den Zusatz keine wesentliche Veriinderung erfihrt, also vute. 
Herstellung natiirlicher Verhiltnisse, treten mehr oder minde: 
groBe Verluste auf, die durch die oxydierende Wirkung de: 
Luftsauerstoffs bei schwach alkalischer Reaktion bedingt sin. 
Er ist in gleicher Weise auch bei Verwendung von Hiilne:- 
ciweiB statt des Serums nachzuweisen. 

4. Genau dieselben Erscheinungen waren bei Verwendun: 
des Blutserums eines Alkaptonurikers zu beobachten. 

Die von O. Gross aufgestellte Annahme eines die Hom - 
gentisinsiure oxydierenden Fermentes im menschlichen Blu: 
serum, sowie die yon Katsch und Stern mitgeteilte Annalm. 
eines die Oxydation hemmenden Kérpers im Serum des Alkapto: - 
urikers lassen sich nach den mitgeteilten Versuchen nic 


autrecht erhalten. 
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‘ber den Tyramin- und Tyrosingehalt der Speicheldriise 
der Cephalopoden; zugleich Methodisches zur Mikro- 
bestimmung der beiden Substanzen. 

Von 
M. Henze. 


Mit 1 Figur im Text. 





Aus dem Medizin-chemischen Laboratorium der Universitit Innsbruck. 


(Der Redaktion zugegangen am 3%, April 1929.) 


Vor lingerer Zeit") konnten wir mitteilen, daB das Sekret 

‘er sogenannten hinteren Speicheldriisen der Cephalopoden 
cine stark wirksame Substanz enthilt, die als Tyramin erkannt 
wurde. Dieses Vorkommen des Tyramins als normales Zell- 
-tofiwechselprodukt ist, soweit uns bekannt, bisher der einzige 
“all fir den tierischen Organismus geblieben. Alle anderen 
Seobachtungen iiber das Auftreten dieses Amins sind auf 
-ekundiire (bakterielle) Entstehungsweisen  zuriickzufiihren. 
AuBere Umstiinde haben die Fortsetzung der Arbeit verzégert. 
Wie darin bereits angedeutet wurde, war es unsere Absicht 
je quantitativen Anderungen des Tyramingehaltes bei Reizung 
‘ey Driise kennen zu lernen, vor allem aber seine Entstehungs- 
weise aufzuklaren. Es war an die Méglichkeit der Auffindung 
‘ner Decarboxylase zu denken, eines Fermentes, das zur Zeit 
och unbekannt ist. Das naheliegendste, im Tyrosin die 
Muttersubstanz des Tyramins zu vermuten, machte es ndtig 
inichst zu priifen, ob dieses in der Driise vorgebildet ist, 

od dann event. die quantitativen Verhiltnisse beider Sub- 
.nzen festzustellen. Bottazzi*) erwithnt in einer Arbeit, dab 


') Zbl. Physiol. 19 (Nr. 26) 1; Diese Zs. 87, 8. 51 (1913). 
*) Arch. int. de Physiol. 18, 8. 188. 
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Driisen oder wiBrige Extrakte derselben frisch unter luo) 
gebracht, sich nach Tagen und Wochen mit Tyrosinkrystalle) 
bedecken. Nach unseren Erfahrungen tritt diese Erscheinuyy 
nie auf, wenn frische Driisen in starkem Alkohol konserviey: 
werden. Dies stimmt auch mit unseren unten mitzuteilendey 
Befunden iiberein, denen zufolge der Tyrosingehalt der w. 
gereizten Driise verschwindend klein ist. Kin Vorrat von Tyrosiy 
scheint demnach nicht in der Driise vorhanden zu sein. Die Ap. 
gabe Bottazzis diirfte durch einfache Autolyse oder héchstey; 
durch eine sekundire Bildung des Tyrosins aus einer Voy. 
stufe zu erkliren sein. An eine Umwandlung von Tyramin iy 
‘T'yrosin, wie Bottazzi meint, ist nach den bestehenden physiol». 
sisch-chemischen Erfahrungen doch schwerlich zu denken. 


Methodisches. 

Fiir die experimentelle Bearbeitung der eingangs angedeu- 
teten Fragen bedurften wir einer zuverlissigen Trennung uni 
Mikrobestimmung von Tyrosin und Tyramin in kleinen Fliissig- 
keitsmengen, wie sie im Speichelsekret oder dem Driisenextrak: 
vorliegen. Koessler und Hanke!) haben sich mit diese 
‘rage bereits befaBt, doch sind ihre Versuche an viel griber: 
Hliissigkeitvolumina ausgefiihrt, wahrend wir nur 2—4 con 
verwenden konnten. Auch ihre Methode des Ausschiittelns 
mit Amylalkohol hat uns nicht befriedigt, trotzdem wir ver 
schiedene Abiinderungen versucht haben. 

Wir haben uns ein Verfahren zu Nutze gemacht, das 
K. Widmark?) urspriinglich zur Extraktion organischer Siure: 
aus kleinen Fliissigkeitsmengen ausgearbeitet hat. Wir ver- 
weisen auf die Originalarbeit und deuten nur das Grundprinzip 
kurz an. Widmark benutzt zwei GefiBe (schematisch vox 
untenstehender Form), die miteinander kommunizieren. In 
befindet sich die Fliissigkeit, aus der die betreffende Siure. 
die event, aus ihren Salzen durch Zusatz einer Mineralsiur 
in Freiheit gesetzt wird, zu extrahieren ist. In B komm 


') Jl. Biol. of Chem. 50, 8. 235 (1922). *) Skand. Arch. Physi: 


S. 61 (1927). 
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¥ 2 abbas 


0 eine bekannte Menge titrierten Alkalis. Die beiden Fliissig- 
e) eiten (in der Figur schraffiert) werden mit einem organischen 
ng Solyens tiberschichtet, in dem die organische Siure loslich 

-oin muB, daB sich aber natiirlich nicht mit Wasser mischt. 
PD Das GefaB wird nunmehr in schaukelnde Bewegung versetzt, 


wobei das Solvens die Siure letzten Endes restlos in das 
Ajkali tiberfithrt und dort bindet. Eine Riicktitration ergibt 

leven Menge. 
Wir benutzten z. T. einfachere GefiiBe, die uns der hiesige 
Glasbliser anfertigte, also ohne Hahnschliffe, doch sind die 
: OrginalgefaBe, wie sie R. Grave in Stockholm anfertigt, un- 
‘leich exakter gearbeitet, was fiir die Zuverlissigkeit des 
Arbeitens wesentlich in Betracht kommt. Das kleinste in 
\Widmarks Arbeit angegebene Modell war fiir unsere Ver- 


— 


A B 


bed kx 


whe gerade geeignet. Wir erliutern unsere Arbeitsweise 
direkt an einem Beispiel. 

In GefaB A gibt man ein genau gemessenes Volumen 
i—2 ccm) der die beiden Substanzen Tyramin und ‘T'yrosin 
enthaltenden Fliissigkeiten, sowie eine ebenfalls gemessene 
Menge einer reinen (etwa 1°/ igen) Sodalésung. Evtl. fiigt man 
noch Wasser zu; das Maximalvolumen fiir das kleine Modell 
vetragt 4 ccm. GefaB B enthilt verdiinnte Schwefelsiiure 
etwa n/50), deren Volumen genau mit dem Fliissigkeitsvolumen 
ii 4 tibereinstimmt. Die Fliissigkeiten werden nun mit etwa 
30 cem Ather iiberschichtet und das GefiB auf einer ent- 
sprechenden Vorrichtung (vgl. Widmark) in schaukelnde Be- 
wegung versetzt. Periodenzahl der Bewegung und Neigungs- 
winkel des GefiBes miissen ausprobiert werden. In unserem 
Falle betrug die erstere etwa 16—18 Perioden pro Minute, 








4 
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die maximale Neigung des GefiBes etwa 20—25° Im Gefiig | 
wird das Tyrosin als Natriumsalz in der wibBrigen Phas 
zuriickgehalten. Das Tyramin hingegen, da es durch die Sod. 
aus etwaiger Salzbindung in Freiheit gesetzt wird (die Sod. 
darf daher kein Atznatron enthalten), wird als solches nac 
und nach vom Ather aufgenommen und konstant der Schwefel. 
siiure in B zugefiihrt, wo es als Ather unldsliches Sulfat fest. 
gehalten wird. Die quantitative Uberfiihrung beansprucht be: 
Mengen, wie sie fiir uns in Frage kamen, 10—12 Stunden. Dies: 
lange Zeit erklirt sich durch die Schwerléslichkeit des Tyramin 
in Ather. Wir haben jedoch kein passenderes Solvens gefunde: 
d.h. eines, welches das Amin leichter aufnihme und sich doc} 
dabei scharf von der wiBrigen Phase trennt, als auch dari 
unléslich ist. Aus diesem Grunde muBte auch Amylalkoho’ 
verworten werden. Toluol, das angeblich ein Lésungsmitte! 
fiir Tyramin sein soll und sich sonst sehr gut geeignet hiitte 
lést das Amin nach unseren Erfahrungen iiberhaupt_ nich: 
Der zur Verwendung kommende Ather muB absolut rein sei: 
unreiner gibt véllig falsche Resultate. Er wird vor Gebrauc 
mit Wasser durchgeschiittelt. 

Nach beendetem Schaukeln hat man also das Tyrami. 
quantitativ in B, das Tyrosin quantitativ in 4A und zw: 
jedes in einem bekannten Volumen, so daB sie colorimetrisc 
bestimmt werden kénnen. Zur Colorimetrie des Tyrosins dien 
Millonsreagens, woriiber die grundlegenden Arbeiten von Weiss: 
sowie von Fiirth*’) vorliegen. Wir fanden es sehr zweckmati: 
in der von Zuwerkalow*) (Zusatz von Eisessig) modifizierte: 
Weise zu arbeiten. Wir haben dann stérende Triibungen nie- 
mals auftreten sehen. Wir geben diesem Verfahren gegeniibe: 
der Bestimmung mit diazotierter Sulfanilsiure bei weitem dex 
Vorzug. Das Tyramin laBt sich natiirlich mit Millon genau 
so bestimmen. Es gibt einen viel stirkeren Farbton als Tyro- 
sin (bei Vergleichung iquimolekularer Mengen). Beim Diaz¢- 
!) Abderhalden, Biol. Arbeitsmethoden Bd. I, 7, 469. 

*) Biochem. Zs. 97, S. 170 (1919). 
*) Firth a.a. O. 154, S. 1 (1924). 
*) Diese Zs. 163, S. 185 (1927). 
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serungsverfahren erhielten Koessler und Hanke’) genau die- 
-olpen Farbintensitiiten fiir beide Substanzen. 


Die Brauchbarkeit des Verfahrens ergibt sich an einigen Beispieler 
s unseren Versuchsprotokollen. 
Als Reagenzien dienten: 
10g Mercurisulfat in i100 cem 5”), iger Schwefelsiiure 
Natriumnitritlésung 0,5°/, ig 
Kisessig (es geniigt starke 95°/, ige Essigsiiure). 
Als Standardlésungen wurden benutzt: 
Tyrosin 0,08°/,ig; Tyramin 0,1°), ig. 
Gearbeitet wurde stets unter gleichen Bedingungen, d.h. gemischt: 
1eem der zu colorimetrierenden Lésung 
3cem Kisessig 
2 ccm Quecksilberlisung 
2 Tropfen Nitritlésung. 
Man erhitzt bis zum eben beginnenden Kochen und vergleicht 
‘+h 20 Minuten im Biocolorimeter Klett gegen eine entsprechend yer- 


‘inpte Standardlésung, die vorher genau so behandelt wurde. 


Wir lassen einen Auszug aus unseren Protokollen folgen. 


Trennungs- und Bestimmungsversuche von 
Tyramin-Tyrosingemischen. 
i. Es wurden gefiillt 
in A leem Tyrosinstandard-Lésg.; in 6 3 cem Schwefelsiure 
1ecem Tyraminstandard-Losg. 
leem Sodalésung. 


Die Colorimetrie ergab bei 20 mm Schichthéhe der entsprechenden 


fach verdiinnten Standardlésung: 


fiir Tyrosin 21mm; _ fiir Tyramin 20,8 mm. 
II. Véllig analoger Versuch wie Nr. 1. 
Gefunden wurde bei 20mm Schichthéhe des Standards: 
fir Tyrosin 20mm; _ fiir Tyramin 20,2 mm. 
III. Es wurden gefiillt 
in A 1eem Tyrosinstandard-Lésg.; in B 4 cem Schwefelsiiure 
2eem Tyraminstandard-Losg. 
1eem Sodalésung. 


Bei der Colorimetrie gegen die entsprechenden 4 fach verdiinnten 


“andardlisungen wurden gefunden bei: 


Tyrosinschichthéhe 20mm 20,4 mm 
Tyraminsechichthéhe 15mm _ 15,5 mm. 
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IV. Es wurden gefillt 
in A 2cem Tyrosinlésung; in B 4cecem Schwefelsiure 
leem ‘Tyraminlosung 
1cem Sodalésung. 
Colorimetrierung wie oben ergab bei 20 mm_ Schichthéhe 
Standardfliissigkeiten: 
fiir Tyrosin 21,5 mm; fiir Tyramin 21,0 mm. 
V. Es wurden gefiillt 
in .1 1,5cem Tyrosinstandard; in Lb 4 cem Schwefelsiiure 
! = cem ‘Tyraminstandard 
1,5 cem Sodalésung. 

Colorimetriert bei 20 mm Schichthédhe der 4 fach verdiinnte 

Standardlésungen: 
gefunden Tyrosin 19,51nin; ‘Tyramin 20,3 mm. 

Diese Beispiele diirften zeigen, daB es nach dem ¢-. 
schilderten Verfahren gelingt, in kleinen Fliissigkeitsmengen, 
die Gemische von Tyramin und ‘l'yrosin enthalten, diese bei- 
den Substanzen quantitativ zu trennen und mit hinreichender 
(renauigkeit zu bestimmen. 

Beiliutig sei erwihnt, dab wir eine groBe Reihe von Versuchier 
machten, in denen wir die Schaukelextraktion in einer sauer- 
stoff- und auch kohlensiiurefreien Atmosphire durchfihrten. 
Wir hatten anfangs Ofters zu niedrige Werte fiir Tyramin 
gefunden und glaubten, daB dieses in alkalischem Medium bei 
langerem Schiitteln mit Luft teilweise oxydiert wiirde. Besondere 
Versuche aber zeigten dann, dab diese VorsichtsmaBregel un- 
notig war. Ubrigens geben schon Koessler und Hanke an. 
dab Tyramin lingere Zeit mit starker Lauge gekocht werden 
kann, ohne verandert zu werden. In _ kohlensiiurehaltige: 
Atmosphare wird dagegen Tyramin nur sehr unvollkomme: 
iibergefiihrt. Es wird zweifellos als Carbonat in der wiBrige: 
Schicht zuriickgehalten. 


Versuche an Cephalopoden-Speicheldriisen. 


Durch die Zoologische Station in Neapel!) erhielten wi: 
eine Anzahl ganz frischer, d. h. nach Exstirpation sofort 


Wir danken Herrn Prof. Dohrn auch hier fiir sein freundlich 
Entgegenkommen. 





Vf, 


y 
—— 
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95°, igen Alkohol gegebener Driisen von Octopus macropus, 
was uns ermoglichte, einige Vorversuche im eigenen Laboratorium 
durchzufiihbren. Jede Driise lag getrennt in etwa 30 ccm Al- 
ohol, der zunachst in einem Glasschalchen nach Zusatz eines 
Tropfens verdinnter Salzsiure verdampft wurde. Die dazuge- 
hirige Driise wurde feinst zerrieben und mit essigsdure- 
haltigem Wasser ausgelaugt, wobei durch ein Filter in das 
Schalchen, welches den Alkoholriickstand enthielt, filtriert 
wurde. Alle Operationen wurden selbstverstandlich quantitativ 
durchgefiihrt. Der Extrakt gab keine Biuretreaktion. Beim 
Einengen schieden sich nach Erkaltenlassen Fettpartikel ab, 

durch abermaliges Filtrieren abgetrennt werden konnten. 
Es wurde dann weiter eingedampft und zuletzt im Exsiccator 
jlistindig zur Trockene gebracht. Der Riickstand wurde in 
iner genau gemessenen Menge Wasser, das mit einer Spur 
Schwefelsiure angesauert war, aufgenommen. Diese Fliissigkeit 





, 
]~ 


Y , oder 4 ccm) bezeichnen wir im folgenden als Originalextrakt: 
er enthalt also das gesamte Tyrosin und Tyramin der Driise 
7 ‘ einem genau bekannten Volumen. 


Eine Anzahl Driisen gingen uns durch Vorversuche usw. 
‘y die quantitativen Bestimmungen verloren, so daB wir vor- 


7 ‘iufg nur tiber 4 Tiere, also 8 Driisenbestimmungen berichten 
,j kinnen, Um eine orientierende Kontrolle zu haben, wurd: 


immer auch die Farbintensitat des Originalextraktes nach 
_ Milonbehandlung mit einer Tyraminstandardlésung verglichen 
a wir schon erwahnten, daB die Farbintensitaten Aqui- 
molarer Tyrosin- und Tyraminlésungen nicht gleich sind, kinnen 
Kose » Selanne, wie gesagt, nur orientierenden Wert haben. 
Setain und Taurin?), welche zweifellos auch in den Original- 
-xtrakt eingehen, stéren, wie wir uns iiberzeugten, die colori- 
strischen Bestimmungen nicht. 

Wir lassen unsere Versuchsprotokolle folgen: 

I, Tier 9: Gewicht 275 g. Frischgewicht beider Drisen 2.08 z. 
A. Rechte Driise. vane 4 ecm. 

leem gegen leem 0,1 cem 0,1° ,ige Tyraminstandardlisupg colori- 


‘riert Standard 15 mm. "Get 17.6 mm, 


‘’’ Henze, Diese Zs. Bd. 70, 8S. 253 (1910—1911 
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d. h. Originallésung wiire 0,0852°/, ig. Gesamtmenge in Driise 0,0034 . 


(alles als Tyramin angenommen. ) 


Trennung: 


In GefiB A 2 cem Originalextrakt + 1 ccm Natriumearbonatlésun.. 


™ » B83 ,, verdiinnte Schwefelsiiure (etwa n/50.) 
30 cem Ather aufgeschichtet, 12 Stunden geschaukelt. 
a) Tyrosin: 
Bei Standard 0,0266°/, und Schichthéhe 20 mm. Gef. 37,5 mm, 


entsprechend einer 0,01209°/,igen Lésung, d. h. Originalextrakt is 
0,0182°/,ig. Also enthalt Driise 0,00072 g Tyrosin. 
b) Tyramin: 

Bei Standard 0,14 und Schichthéhe 15 mm. Gef. 30 mm, 
entsprechend einer 0,05°/, igen Lésung, d. h. Originalextrakt ist 0,075 °), ; 
Also enthiilt Drtise 0,00225 ¢ Tyramin. 

B. Linke Driise. Originalextrakt 4 ecm. 
1 eem gegen 1 cem 0,1°/,ige Tyraminstandardlésung colorimetriert. 
Standard 10 mm. Gef. 9,8 mm. 


Gesamtmenge in Driise (alles als Tyramin gerechnet) 0,004 g. 


Trennung: 
In Gefib A 2 cem Originalextrakt + 1 ecm Sodalésung. 
,» B38 ,, verdiinnte Schwefelsiure. 
30 eem Ather iiberschichtet, 12 Stunden geschaukelt. 
a) Tyrosin: 
Bei Standard 0,02°/, und Schichthéhe 15mm. Gef. 28—30 mm (unsicher 
entspricht einer 0,1°/) igen Loésung, d. h. Originalextrakt ist 0,017° 
Also enthilt Drtise 0,0006 g¢ (rund) Tyrosin. 
b) Tyramin: 
Bei Standard 0,05°/, und Schichthéhe 20 mm. Gef. 20mm, 


entspricht einer 0,05°/,igen Loésung, d. h. Originalextrakt ist 0,075°/, iz. 
Also enthilt Driise 0,003 g¢ Tyramin. 


II. Tier #@: Gewicht 400 g. Frischgewicht beider Driisen 1,70 ¢ 


A. Rechte Driise. Originalextrakt 3 cem. 


Farbintensitit des Originalextraktes wurde nicht bestimmt. 


Trennung: 


In GefiB A 2 cem Originalextrakt + 1 cem Sodaldsung. 
,» BS8 ,, verdiinnte Schwefelsiure. 


99 


35 ecm Ather aufgeschichtet, 12 Stunden geschaukelt. 








Of 
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a) Tyrosin: 

Bei Standard 0,1°/) und 20 mm Schichthéhe. Gef. 26,5 mm, 
entsprechend einer 0,0075°/,igen Liésung, d. h, Originalextrakt ist 
0,0011°,ig. Also enthilt Drtise 0,00034 g Tyrosin. 

b) Tyramin: 
Bei Standard 0,0333°/, Tyramin und 15 mm Schichthéhe. Gef. 22,3 mm, 
entsprechend einer 0,0224°/,igen Loésung, d. h. Originalextrakt ist 
0,00336°/,ig. Also enthilt Dritise 0,001 ¢ Tyramin. 
B. Linke Driise. Originalextrakt 3 ccm. 

0,5 cem gegen 0,5 cem 0,05°/,ige Tyraminlésung colorimetriert. 

Bei Standard 20mm. Gef. 22 mm, d. h. Originallésung wiire 0,045°),ig 
Gesamtmenge in Driise (alles als Tyramin gerechnet) 0,0013 g. 
Trennung: 

In GefiB A 2 cem Originalextrakt + 1 cem Sodalésung. 

” » £6383 ,, verdiinnte Schwefelsiure. 

35 cem Ather aufgeschichtet, 12 Stunden geschiittelt. 

a) Tyrosin: 

Bei Standard 0,02°,, und Schichthéhe 10 mm. Gef. 20mm, 


entsprechend einer 0,01°/,igen Lésung, d. h. Originalextrakt ist 0,01°/, ig. 
Also enthilt Dritise 0,0004 ¢ Tyrosin. 
b) Tyramin: 
sei Standard 0,0333°/, und Schichthéhe 15 mm. Gef. 22,5 min, 
entsprechend einer 0,0222°/,igen Loésung, d. h. Originalextrakt ist 
0,0333°/,ig. Also enthilt Drtise 0,001 g Tyramin. 
Ill. Tier #@: Gewicht 310 g. Frischgewicht beider Driisen 2,70 g. 
A. Rechte Diiise. Originalextrakt 4 ccm. 
Colorimetriert gegen 0,1°/,ige Tyraminlésung. Bei Schicht- 
hohe 20 mm. Gef. 22,5 mm, 
D. h. Originalextrakt wiire 0,0889°/,ig, oder Driise wiirde enthalten 
0,00356 g als T'yramin angenommen. 
Trennung: 
In GefiB A 2 eem Originalextrakt + 1 ccm Sodalésung. 
» B38 ,, verdiinnte Schwefelsiure. 


35 cem Ather aufgeschichtet, 12 Stunden geschaukelt. 


a) Tyrosin: 
Bei Standard 0,02°/, und 20 mm Schichthdhe. Gef. 11,5 mm, 


entsprechend einer 0,03478°/,igen Lésung. Originalextrakt demnach 
,0522° ,ig. Also enthilt Driise 0,00408 g¢ Tyrosin. 


16* 
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b) Tyramin: 

Bei Standard 0,025°/, und Schichthéhe 20 mm. Gef. 29,7 mm, 
entsprechend einer 0,0158°/,igen Lésung. Originalextrakt demnac) 
0,0237°/,ig. Also enthilt Dritise 0,0009 g Tyramin. 

B. Linke Driise. Originalextrakt 4 cem. 
Colorimetriert gegen 0,14°,,ige Tyraminlésung. Bei Schicht- 
hohe 15 mm. Gef. 19,1 mm. 
D. h. Originalextrakt wiire 0,079°/,ig, oder Driise wiirde enthalten 
0,0031 g als Tyramin angenommen. 
Trennung: 


In GefaiB A 2 cem Originalextrakt + 1 cem Sodalésung. 
- » B83 ,, verdiinnte Schwefelsiure. 


35 cem Ather aufgeschichtet, 12 Stunden geschaukelt. 
a) Tyrosin: 

Bei Standard 0,02°/, und Schichthéhe 20 mm. Gef. 14,7 mm, 
entsprechend einer 0,0272°/, igen Lésung. Originalextrakt demnach 
0,0408°/,ig. Also enthilt Driise 0,0065 g Tyrosin. 

b) Tyramin: 
Bei Standard 0,025°/, und Schichthéhe 20 mm. Gef. 26,8 mm, 


entsprechend einer 0,01885°/, igen Lésung. Originalextrakt demnach 
0,0283°/,ig. Also enthalt Driise 0,0011 g Tyramin. 


IV. Tier &: Gewicht 485 g. Frischgewicht beider Driisen 2,20 ¢ 
A. Linke Driise. Originalextrakt 4 cem. 
Colorimetriert gegen 0,14°/,ige Tyraminlésung. Bei Schichi- 
héhe 20 mm. Gef. 15 mm. 
D. h. Originalextrakt wire 0,1333°/,ig und Driise enthielt 0,0053 g 


als Tyramin angenommen. 
Trennung: 


In GefaB A 2 cem Originalextrakt + eine Messerspitze feste Soda. 
» B2 ,, verdiinnte Schwefelsiure. 


35 cem Ather aufgeschichtet, 12 Stunden geschaukelt. 
a) Tyrosin: 
Bei Standard 0,02°/) und Schichthéhe 10 mm. Gef. 16,5 mm. 
Originalextrakt demnach 0,02424°),ig. Also enthilt Driise 0,00097 ¢ 
Tyrosin. 


b) Tyramin: 
Bei Standard 0,05°/, und Schichthéhe 10 mm. Gef. 15,3 mm. 


Originalextrakt demnach 0,06535°/,ig. Also enthilt Driise 0,0026 ¢ 
Tyramin. Es muB sich hier offenbar um ein Versehen handeln. |e! 
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\Wert ist viel zu niedrig. Es geht das auch daraus hervor, da8 die 
(esamtfarbintensitiitsbestimmung in der Driise (siehe oben) nicht zu 
diesem Werte stimmt. Er muB8 viel hoher sein. 
B. Rechte Driise. Originalextrakt 4 ccm. 

Colorimetriert gegen 0,1°/,ige Tyraminlésung, bei Schichthéhe 20mm. 
(ref. 11,4 mm. 

D. h. Originalextrakt wire 0,1764°/,ig und Driise wiirde 0,0071 g 
als Tyramin gerechnet enthalten. 

Trennung: 
In GefiiB A 2 cem Originalextrakt + 1 cem Sodalésung. 


» » B38 ,, verdiinnte Schwefelsiure. 


Aufgeschichtet 35 cem Ather, 12 Stunden geschaukelt. 
a) Tyrosin: 

Bei Standard 0,02°/, und Schichthéhe 20 mm. Gef. 26,3 mm, 
entsprechend einer 0,0152°/,igen Lésung. Originalextrakt demnach 
0,0228°/,ig. Also enthalt Drtise 0,0009 g Tyrosin. 

b) Tyramin: 
Bei Standard 0,05°/, und Schichthéhe 20 mm. Gef 9,3 mm, 


entsprechend einer 0,1075 °/,igen Losung. Originalextrakt demnach 
,1613°/,ig. Also enthilt Drtise 0,00645 g Tyramin. 


Wir werden die hier erhaltenen Ergebnisse an weiterem 
Material aus der Zoologischen Station vervollstindigen und be- 
sonders die eingangs erwahnten Fragestellungen zu _ ldésen 
suchen, Die Methodik ist damit gegeben. Ks zeigt sich, dab 
die in den beiden Driisen ein und desselben Tiers vorkommenden 
Mengen an Tyrosin und Tyramin hinreichend tibereinstimmen, 
so daB Vorgiinge, die an einer der beiden Driisen Anderungen 
in bezug auf das gegenseitige quantitative Verhiltnis der beiden 
Substanzen bewirken (z. B. Reizung) an der Kontrolldriise zum 
Ausdruck kommen miissen. 


Der Tyrosingehalt der Driisen ist sehr gering, so daB firs 
erste eine Tyrosinspeicherung nicht wahrscheinlich scheint. 
Nur die eine Bestimmung (Tier Nr. 3) fallt aus dem Rahmen. 
Beide Driisen zeigen hier gerade ein umgekehrtes Verhalten, 
d. h, der Tyrosingehalt ist hoch im Vergleich zum Tyramin- 
cehalt. Wir méchten, was auch mit dem Ansehen der Driisen 
ibereinstimmte, glauben, daB dieselben nicht vollig frisch waren. 
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Sollte in der Driise demnach ein eigentliches Tyrosindepot 
nicht vorhanden sein, so kénnte das Tyrosin der Driise natiir- 
lich auch durch das Blut zugefiihrt werden. Die Driisen sind 
direkt in einem Blutsinus eingebettet, also reichlichst mit Blut 
versorgt. Andererseits kénnte es aber auch aus einer Vorstufe 
oder dem DriiseneiweiB selbst stammen. Aus diesem Grunide 
haben wir einige Tyrosinbestimmungen des Gesamtdriiseneiweibes 
gemacht, das uns als Extraktionsriickstand zur Verfiigung stand. 
Eine Differenzierung dieses denaturierten EKiweiBes war selbst- 
redend nicht miglich. Wir lésten dasselbe in n/10-Natronlauge 
und fiihrten die Colorimetrie ohne vorherige Hydrolyse, wie es 
die Arbeitsweise von Zuwerkalow}) erlaubt, aus. Die Methode 
wurde vorher an reinem Casein gepriift und gab Werte, die 
mit dem vom Autor und den von Fiirth und Fischer?) ge- 
fundenen in Ubereinstimmung waren. 

Ks wurden von der gut getrockneten EiweiBsubstanz 
1°/,ige Lésungen in n/10-Lauge bereitet, und zwar ist fiir jede 
Bestimmung das Eiweif einer anderen Driise verwendet worden. 
Der Tyrosingehalt wurde zu 6,5; 6,0; 6,5; 6,8 und 6,2°/, ge- 
funden. Er stimmt etwa mit dem des Caseins iiberein und ist 
als hoch zu bezeichnen im Vergleich mit anderen Kiweib- 
kérpern, von denen zuverlissige bestimmungen vorliegen. Fibroin 
mit rund 10°/, fillt dabei aus dem Rahmen der itibrigen her- 
aus. Es ist selbstverstiindlich, daB wir der Zahl nur einen 
orientierenden Wert beilegen. 


Nachtrag. 


Bottazzi‘) vermutet auf Grund biologischer Beobachtungen 
(Blutdrucksenkung usw.), dab das Driisensekret auBer dem vou 
uns chemisch identifizierten Tyramin auch noch Histamin ent- 
halte. Zur Begriindung fihrt er auch an, daB das Driisen- 
sekret eine intensive Diazoreaktion nach Pauly giibe. Da auch 
das Tyramin die Diazoreaktion liefert, so ist dieser Bewes 


1) Diese Zs. Bd. 163, S. 170 (1917). 
?) Biochem. Zs. Bd. 154, 8. 1 (1924). 
5) Siehe oben. 
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iedenfalls nicht stichhaltig. Wir hatten daher daran gedacht, 
an dem uns zur Verfiigung stehenden Driisenmaterial zur 
Klirung dieser Frage beitragen zu kénnen und zwar auf Grund 
folgender Uberlegung: Wenn der Driisenextrakt mit kohlen- 
siurefreier Lauge in Kohlensiiure freier Atmosphire nach der 
Schaukelmethode mit einem passenden organischen Solvens 
extrahiert wird, so sollten Tyrosin und Tyramin in der Lauge 
verbleiben, das Histamin aber in vorgelegte Siiure iibergehen. 
Wir haben eine groBe Zahl Vorversuche mit bekannten Ge- 
mischen von Tyramin und Histamin gemacht, doch ist es uns 
nicht gelungen, auf diese Weise die beiden Substanzen vonein- 
ander quantitativ zu trennen. Es liegt unseres Erachtens 
duran, daB wir kein organisches Solvens fiir Histamin finden 
konnten, das gleichzeitig auch die fiir die Widmarksche 
Schaukelmethode notwendige EKigenschaft besaB. Manche 
Lisungsmittel wieder stérten die Colorimetrierung nach dem 
Diazoverfahren, das bisher allein in Frage kommt. 

Dieses letztere Verfahren ist von Koessler und Hanke’) 
ausgearbeitet worden. Nach den Tabellen, die die Autoren in 
ibrer Ver6ffentlichung wiedergeben, hat man den Eindruck, daB 
man mit ihrer Methode geradezu theoretische Werte auch bei 
Bestimmung kleinster Mengen erhilt. Wir miissen gestehen, 
dai wir trotz peinlichster Befolgung ihrer Vorschriften nie zu 
solchen Werten gelangen konnten. LEinmal spielt die Konzen- 
tration der zu colorimetrierenden Histaminlésung eine sehr 
groBe Rolle in bezug auf die zeitliche Entwicklung der Farb- 
stirke (was iibrigens die Autoren selbst sagen). Andererseits 
ist es auBerordentlich schwer, mit Sicherheit zu sagen, wann 
das Maximum der Farbintensitiit eigentlich erreicht ist. Mit 
diesen Ubelstiinden haben auch Weiss und Ssobolew?) ge- 
kimpft, die ja die Diazoreaktion zuerst zur Colorimetrie des 
Histidins in Anwendung gebracht haben. Wir fiihren nur eine 
Reihe der von uns erhaltenen Werte ganz kurz an, ohne in 
Details der Arbeitsweise einzugehen; bzw. derselben, als auch 


', Jl. of Biol. Chem. Bd. 39, S. 508 (1919). 
*) Biochem, Zs. Bd. 58, S. 119 (1914). 
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der Vergleichsstandardlésung befolgten wir genau die Vorschritt 
von K. und H. Die benutzte Histaminlésung war nicht ganz 


genau 0,01 °/,ig. 
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Angew. ecm der 
































cs tenin 0,1 02] O31 04] 05] 0,6 
Histaminlésung ' 
Gef. Schicht- 6,6 13,2 | 20,0 | 26,8] 34,8 / genaue 
héhen in mm 1,2 18,2 | 19,5 | 27,0 Werte 
7,3 14,0 | 19,8 | 26,8 | 34,8 | 40,5 J nicht mit 
genaue 13,8 | 20,0 | 26,8 | 32,8 | 37,3 | Sicher- 
Werte 13,8 | 19,88] 27,8 | 33,5 heit zu 
nicht mit | 13,8 | 20,5 | 26,8 | 33,8 * fixieren 
Sicher- 14,5 | 19,8 | 28,0 
heit zu 20,2 | 28,3 
fixieren 27,5 
Die Zahlen lassen erkennen, daB die Proportionalitit 
zwischen Farbintensitit und Histaminkonzentration viel zu ( 
wiinschen iibrig liBt und es diirfte, wie das auch aus der 1 
zitierten Arbeit von Weiss hervorgeht, nur innerhalb gauz be- | 
grenzter Histaminkonzentrationen méglich sein, einigermaben Q 


zuverlissige Werte zu erhalten. 














Untersuchungen iiber pflanzliche Fortpflanzungszellen.') 


III. Beitrag zur Kenntnis der Bestandteile der Pollenkérner 
der Zuckerribe. 


Von 


A. Kiesel und B. Rubin. 





(Aus dem agrikultur-chemischen Laboratorium des Polytechnischen Museums 
zu Moskau.) 


(Der Redaktion zugegangen am 4. Marz 1929.) 


Die Pollenkérner der Zuckerriibe sind von A. Stift?) in 
den Jahren 1895 und 1901 ziemlich eingehend analysiert 
worden. Da aber auBer einer etwa 0,44°/, der Pollenkérner 
hetragenden Menge von Trimethylamin keiner der Inhaltstoffe 
abgetrennt und niiher charakterisiert wurde, das Vorhanden- 
sein einer gréBeren Quantitiit des genannten Amins aber 
hichst auffallig ist, schien es lohnend, die Untersuchung der 
Bestandteile der Pollenkérner der Zuckerriibe noch einmal 
vorzunehmen, um dabei einige Aufklirung iiber die Ent- 
stehungsart des Trimethylamins zu erhalten. 

Das betreffende Material wurde von dem einen von uns 
(6. R.) von den Mutteraussaaten der Zuckerriibenversuchsstation 
in Ramon, Gouvernement Woronesch, in den Jahren 1926 und 
1927 eingesammelt und zuerst einer Gruppenanalyse unter- 
worfen, deren Resultate in der nichstfolgenden Tabelle mit 
den fritheren Angaben von Stift zusammengestellt sind. 


1. Zusammensetzung der Pollenkorner. 


Bei dem hohen Gehalte an Reservestoffen, die wihrend 
ler Keimung, d.h. wihrend der Bildung der minnlichen Ge- 


) Diese Zs. Bd. 120, S. 85 (1922); Bd. 149, S. 231 (1925). 
*) Ost.-ung. Zs. f. Zucker-Ind. u. Landw. 8. 783 (1895); S. 43 (1901). 
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schlechtsgeneration, und wihrend des Kindringens der gene. 
rativen Zellen in den Embryosack Verwendung finden, ist e¢; 
wohl schon im voraus nicht zu erwarten, daB in den Pollen. 
kérnern eine autonome Bestiindigkeit in bezug auf den griften 
‘l'eil der Bestandteile herrscht. Die fir die Ubertragung de; 
erblichen EKigenschaften notwendige qualitative und wohl auc); 
weitgehende quantitative Konstanz des Materials der spiiter 
sich bildenden generativen Zellen muB in den Pollenkérnery 
durch die vielfach an Masse iiberlegenen Hilfs- und Neben. 
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stoffe stark verdeckt sein, wobei letztere ohne KinfluBb auf da 


bestiindige Vererbungsmaterial in sehr weiten Grenzen, beein- 


fluBt von ituBeren und inneren Faktoren, variieren k6nnen. 








Gesamtstickstoff . 

EiweiBstickstoff . Soe, wk 
Ammoniakstickstoff (Trimethylamin) 
Basenstickstoft 
Aminosiurenstickstofft 
Unbekannter Stickstott 
Nichtproteinstickstoff . 
Stickstoftfreie Substanzen 
Lisliche stickstofffreie Substanzen 
Freies Rohfett (Atherextrakt) . 
Freies und gebundenes Rohfett . 
Lecithin 

Glucose’ . 

, Rohrzucker* 

,,Maltose™ . a 

Stiirke und Dextrine 
Hemicellulosen 

Pentosane . 

Cellulose 

Aschesubstanzen 

Oxalsiiure . 


So sehen wir denn in den 


1895 


(A Stift) 


8.14 
2,70 
0,44 


1) Bestimmungen im Soxhletapparat. 


(A. Stift) 





1901 


3,60 
2 66 
0,12 
0,14 
0,40 
0,28 
0,94 
64,99 
28,86 
5,47 
1,57 
0 
wenig 








1926 | 1927 
5,25 | 5,61 
3,55 | 4,15 
1,70 | 1,46 
4,561] 4,53 
10,92 
> 2,87 
0,85 | 0,50 
4,83 | 5,34 
4,03 | 3,5! 
7,63 8,99 
7,26 | 6,02 





Angaben von Stift sowie in 
den unserigen starke Differenzen im Material von verschiedenen 
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Jahren. Dieses miiBte hauptsiichlich mit den von Jahr zu 
Jahr wechselnden Witterungsverhiltnissen in Zusammenhang 
gestanden haben. Beim Vergleich der Angaben von Stift 
wit den unserigen ist aber noch zu beachten, da® hier auch 
die Verschiedenheit der Zuckerriibenrassen hichstwahrschein- 
lich mit im Spiele war. So muBten die auffilligen Differenzen 
im Stickstoff- und Kohlehydratgehalt wohl eher  inneren 
Griinden, als fiuBeren Beeinflussungen zugeschrieben werden. 

Die Aschesubstanzen der Pollenkérner wurden weder von 
Stift, noch von uns in vollem MaBe untersucht. Stift fand 
in der Asche 5,8—19,27°/, K,O und 6,65—11,06°/, Phos- 
phorsiure. Das unserige Material enthielt in der Asche 4,82 
bis 5,15°/, CaO, 21,2—21,1°/, K,O und 6,61—7,31°/, MgO. 


2. Kohlenwasserstoffe und Lipoide. 


Zur Abtrennung der in den Pollenkérnern enthaltenen 
organischen Stoffe wurde das ganze vorhandene Material ver- 
elnigt. Sein Trockengewicht betrug 456 g. 

Die erschépfende Atherextraktion im Perkolator bei Ver- 
dringung der Luft durch Kohlensiure ergab eine Ausbeute 
yon 24,54 g oder 5,38°/, der ‘T'rockensubstanz an Rohtfett. 
Die damit festgestellte Differenz der Fettausbeute einerseits 
bei der Extraktion des freien Fettes im Perkolator, anderer- 
seits im Soxhletapparat (4,56 und 4,33°/,) bestitigt die von 
elem von uns (A. K.) schon 6fters gemachte Angabe iiber die 
Unzuverlissigkeit der Fettbestimmung nach Soxhlet. Das er- 
haltene Rohfett enthielt 0,44°/, Phosphor, woraus sich etwa 
12,6°/, Lecithin im Ol bei angenommenen 3,5°/,igen Phos- 
phorgehalt im Lecithin berechnen lieB. 

Bei dem Versuch das durch die Phosphorbestimmung im 
(le nachgewiesene Lecithin durch Acetonzugabe aus stark 
kouzentrierter iitherischer Rohfettlésung auszufillen, entstand 
ein voluminéser, weiBer, undeutlich krystallinischer Nieder- 
schlag, dessen Gesamtmenge allmihlich bis auf 8,52 g gebracht 
werden konnte. Nach Umkrystallisieren bis zur Konstanz des 
Schmelzpunktes aus heiBem Accton schmolz die Substanz bei 
61,5—63,5°. Der neutral reagierende, leicht in Ather, viel 
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schwerer in Alkohol und Accton lésliche, nicht verseifbare 
kein Br addierende stickstofifreie Kérper zeigte bei der Mole. 
kulargewichtsbestimmung nach Rast ein Mol-Gewicht yoy 
etwa 4001) an und hatte die Zusammensetzung eines hoch. 
molekularen Kohlenwasserstoffes: 

0,007488 g Substanz gaben 0,009748 g H,O und 0,023368 g CO., 

Fir C,,H,, Ber. C 85,14,  H 14,86°/, 
Gef. ,, 85,11 »» 14,60 

Brechungsexponent bei 73° 1,4382. 

Es muBte hauptsichlich Heptakosan mit einer geringey 
Beimengung hoéher molekularer Kohlenwasserstoffe der Fett. 
reihe vorgelegen haben. Ihre Menge lieB sich auf etwa 2°. 
der Trockensubstanz der Pollenkérner schitzen. 

Der aus den Acetonfallungen nach Abscheidung der reinen 
Kohlenwasserstoffe erhaltene Rest von 1,86 g, welcher aus 
einem Gemisch von Kohlenwasserstoffen und Lecithin be. 
stehen muBte, sowie das in Aceton in Lésung gebliebene Roh- 
fett wurden nicht weiter untersucht. 

Der Gehalt der Pollenkérner an Kohlenwasserstoffen yer. 
dient gewisse Beachtung. Es ist wohl kaum zu bezweifeln, dai 
diese Kohlenwasserstoffe in der vor Wassereintritt schiitzenden 
Schicht der Zellwandung der Pollenkérner eingeschlossen siu( 
und einen nicht unbetrichtlichen Teil derselben bilden. 

AnschlieBlich an diesen Befund bietet die von dem einen 
von uns (A. K.) schon vor langerer Zeit entdeckte?) An- 
wesenheit eines Alkohols yon der Zusammensetzung C,,H.,0 
in Kiefernpollenkérnern in der Menge von 1°/, der Trocken- 
substanz ein gewisses Interesse. Dieser Alkohol muBte dew 
Cerylalkohol nahe stehen und unterschied sich von diesem 
nur durch den trotz wiederholten Umkrystallisieren und Rei- 
nigen konstant bei 75° statt 79° liegenden Schmelzpunkt. 

0,0542 g Substanz gaben 0,0683 g H,O und 0,1621 g CO,. 

Fiir C,,H,,O Ber. C 81,58, H 14,23%  O 4,19 
Gef. ,, 81,57 », 14,13 , 4,30 


) Von 366 beim Verschmelzen mit Campher im offenen bis 447 | 
zugeschmolzenen Capillarrohr. 
*) A. Kiesel, unveréffentlichte Angaben. 
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Augenscheinlich mu8 dem Kohlenwasserstoff der Pollen- 
kérner der Zuckerriibe und dem Alkohol der Pollenkérner 
der Kiefer dieselbe physiologische Rolle zugeschrieben werden. 
Wenn wir nun weiter diese beiden Fille mit dem Auffinden ?) 
yon Cerotinsiiure in der Menge von 3,95°/, in den Sporen von 
Aspidium filix mas und in der Menge von etwa 2°/, in den Sporen 
yon Asplenium filix femina zusammenstellen, wo die genannte 
Fettsiure ganz augenscheinlich dieselbe Rolle einer gegen 
Wasser schiitzenden Schicht in der Zellmembran spielt, so 
wire die gegenseitige Vertretung zu gleichem biologischem 
Zwecke von Kohlenwasserstoff, Alkohol und Siure sehr be- 
merkenswert. Doch mu8 es dabei vollstindig klar sein, daB 
diese Vertretung beim Ausfiillen der gleichen Rolle nur unter 
der Bedingung eines hohen Molekulargewichtes der _ be- 
treffenden Verbindungen biologisch denkbar ist, da nur in 
diesem Falle die Anwesenheit der Alkohol- und Siuregruppe 
eine untergeordnete Bedeutung haben kann. 

Der Extraktion der Pollenkérner mit Ather folgte sodann 
eine ebenso erschépfende, vielmal wiederholte Extraktion mit 
heifem Alkohol im Wasserbade unter mdglichster Verhinde- 
rung einer Oxydation durch Luftverdringung mit Kohlensiure. 
Der nach dem Abdestillieren des Alkohols zuriickgebliebene 
Riickstand der Extraktionen wurde mit Petroliither und Wasser 
versetzt, wobei sich etwa 40g weder im ersten, noch im 
letzten auflésten. Die in Alkohol bei Erwirmen losliche 
dunkle, harzihnliche Masse blieb einstweilen noch nicht 
untersucht. 

Aus der Petrolitherschicht wurden 25,25 g Rohfett er- 
halten, die der vorhergehenden Atherextraktion hartniickig 
widerstanden hatten. Diese 5,54°/, der Trockensubstanz der 
Pollenkérner entsprechende Fettmenge iibertraf hier also die- 
jenige der Atherextraktion?) und mub, im Gegensatz zu der 
letzteren, welche als ,,freie Fettmenge“ bezeichnet werden 


') A. Kiesel, Diese Zs. Bd. 149, S. 281 (1925), 

*) Das gleiche Verhiltnis wurde auch bei der Untersuchung von 
Farnsporen (A. Kiesel, a. a. O.) und Myxomycetensporen (A. Kiesel, 
inverGffentliche Angabe) festgestellt. 
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kann, als eine in noch unbekannter Art ,,gebundene“ angp. 
sehen werden. 

Ob wir in diesem verschiedenen Verhalten des ,,freiey; 
und des ,,gebundenen“ Rohfettes oder Lipoidgemisches eine; 
Hinweis auf die verschiedene Rolle der beiden Formen er. 
blicken kénnen und ersteres als Nahrungs- oder Reservelipoid. 
gemisch, letzteres als Konstitutionslipoidgemisch auffassen diir{en, 
ist noch recht fraglich. Jedenfalls wiirden wir sehr fehlgehen, 
wenn wir diese Ansicht auf alle Fille der verhinderten Ex. 
traktion eines Teiles der lipoidartigen Substanzen ausdehney 
wollten, da wir dabei in den schon genannten Farnsporey 
einen in diesen Rahmen nicht hineinpassenden Ausnahmsfi 
vor uns hitten, wo die verhinderte Extraktion zum grofen 
Teil nur von der Schwerlislichkeit der Cerotinsiure in Ather 
abhiingen muBte.?) 

Das Zuriickhalten von fettartigen, leicht in Ather ldslichen 
Stoffen im Zellenmaterial ist eine schon lingst gut bekannte 
Erscheinung, die einerseits dem Vorhandensein von echten, 
wenn auch labilen chemischen Verbindungsformen zwischen 
KiweiB und Lipoiden, von sogenannten Lipo- und Lecitho- 
proteiden, andererseits aber nur der Existenz von rein physi- 
kalischen Adsorptionssystemen zwischen diesen Stoffen zu. 
seschrieben wird. Wie schon 6fters von dem einen von wus 
ausdriicklich betont wurde’), ist die erste Ansicht noch keines- 
wegs experimentell bestiitigt worden und wir wiirden auci 
hier, in den Pollenkérnern der Zuckerriibe, zur Erklirung de: 
Festhaltens der Lipoide der physikalischen Adsorptionstheori 
mit gréBerem Rechte den Vorzug geben. 

Da in dem durch Alkoholextraktion erhaltenen Fett- uni 
Lipoidgemisch 0,70°/, Stickstoff und 1,40°/, Phosphor ent 
halten waren und das Verhiltnis N:P demnach 1,09 ent: 
sprach, so lieB sich in diesem Gemische eine etwa 40°/, de: 
Rohfettes betragende Menge von echtem Lecithin vermuteu. 


1) Zur niiheren Aufkliirung iiber die Rolle der Cerotinsiure ve" 
weisen wir auf die schon zitierte Abhandlung von A. Kiesel, 5S. 2° 
bis 235. 

*) A. Kiesel, Protoplasma Bd. VI, S. 332 (1929), im Druck. 
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Das Lecithin konnte tatsiichlich auch mit Aceton aus der 
konzentrierten itherischen Lésung in der Menge von 8,15 ¢ 
ausgefallt werden. 

Der darin zuerst festgestellte 1,15°/,ige Stickstoff- und 
2,54°/,ige Phosphorgehalt (N:P = 1:1) konnte durch zwei- 
maliges Umfallen auf 1,34°/, Stickstoff- und 2,78°/, Phosphor- 
gehalt gebracht werden (N:P = 1:0,95). Nach achtstiindiger 
Hydrolyse mit 5°/, Schwefelsiure und Ausfillen des wasser- 
lislichen Hydrolysates mit Phosphorwolframsiiure konnte aus 
dem so erhaltenen Niederschlage als einzig vorhandene Base 
Cholin in Form des Chloroplatinates erhalten werden: 

Fir (C.H,,NOCD,PtC], Ber. Pt 31,63°/, 
Gef. ,, 31,59 

AuBer dem in dieser Weise nachgewiesenen Lecithin 
mubten in gleichem ,gebundenen“ Zustande in den Pollen- 
kérnern auch andere phosphorfreie fettartige Substanzen vor- 
handen gewesen sein, die im Gegensatz zu Lecithin bei 
Acetonzusatz in Liésung blieben, weiter jedoch nicht untersucht 
wurden. 


3. Betain und andere stickstoffhaltige Extraktivstoffe. 


Die von der Petrolitherschicht und den ungelésten Sub- 
stanzen abgetrennte waBrige Lésung der durch Alkohol aus 
den Pollenkérnern extrahierten Kérper wurde nach Entfernung 
der mit essigsaurem Blei fillbaren Substanzen in iiblicher 
Weise mit Phosphorwolframsiiure versetzt, und die so aus- 
gefillten basischen Bestandteile freigelegt und durch das 
Silber- und Silberbarytverfahren voneinander getrennt. 

In der Nucleinbasenfraktion war nur Adenin vorhanden, 
dessen Pikrat vom Schmelzp. 281° in der Menge von 0,49 g 
erhalten wurde. Daraus berechnet sich der Gehalt an freiem 
Adenin in den Pollenkérnern zu etwa 0,04°/,. 

Die Histidin- und Argininfraktionen enthielten keine fab- 
baren Mengen von bekannten Basen. In der Histidinfraktion 
fiel die Reaktion mit Diazobenzolsulfosiiure deutlich positiv aus. 

Die gréBte Aufmerksamkeit verdiente die Lysinfraktion, 
deren Basen infolge der Anwendung von Silbernitrat bei der 
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Trennung der Fraktionen von neuem mit Phosphorwolfram. 
siiure ausgefallt werden muBten. 

Nach Zugabe von Alkohol zur konzentrierten Lésung de; 
in die Carbonate iibergefiihrten Basen bildeten sich dariy 
farblose, ziemlich groBe Krystalle, deren Menge durch weiteren 
Alkoholzusatz noch vermehrt wurde. Allmahlich wurden iy 
dieser Weise 13,49 g zusammengebracht. Die ganze Menge 
der Krystalle bildete Glykokollbetain. 

Das Auffinden dieser grofen 2,96°/, der Trockensubstanz 
der Pollenkérner betragenden Menge dieses Betains erfordert 
die gréBte Beachtung. Freilich konnte das Vorhandensein yon 
Betain in den Pollenkérnern der Zuckerriibe schon deshalb 
erwartet werden, da dieser Kérper auch in den vegetativen 
Teilen dieser Pflanze enthalten ist. Zuerst wurde in der 
Zuckerriibenmelasse bis 3°/, Betain gefunden.') Dieses gab 
aber noch keine Vorstellung dariiber, wieviel von dieser Sub- 
stanz in der ganzen Pflanze oder in ihrer Wurzel enthalten 
ist. In der Futterriibe wurde ein Gehalt von 0,1 bis 0,25°, 
Betain angegeben. Die fiir die Zuckerriibe fehlenden Angaben 
wurden von V. Stanék*) gemacht, von dem die folgenden 
Zahlen angefiihrt werden: 


Riibensamenkniule . . . . 0,9—1,153°/, 
Zuckerriibenwurzel . . . . 0,95—1,2 
Zuckerriibenblitter . . . . 2,62 

Alte Zuckerriibenbliitter . . 2,974 


Weiterhin ist Glykokollbetain in jedoch bedeutend gerin- 
geren Mengen auch in einer ganzen Reihe anderer Pflanzen ’. 
sowie fir das Tierreich bei einigen Kaltbliitern und vielen 
Avertebraten*) aufgefunden worden. Die hiéchste Betain- 
produktion ist aber, soweit wir dariiber Kenntnis haben, nur 
von Zuckerriibenblittern und Zuckerriibenpollenkérnern er 


1! C. Wehmer, Die Pflanzenstoffe 1911, S. 181. 

2) Diese Zs. Bd. 48, S. 334 (1906); Bd. 72, S. 402 (1911); V. Staués 
u. K. Domin, Zs. f. Zucker-Ind. in Bohmen, Bd. 34, 8. 297 (1910). 

*) M. Guggenheim, Die biogenen Amine 1924, S. 239—240. 
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‘) F. Kutscher u. D. Ackermann, Zs. f. Biol. Bd. 84, 5. 1°! 


(1926). 
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reicht worden. Die einfache Berechnung zeigt uns, daB etwa 
des Nichtproteinstickstoffs der Pollenkérner dem Betain 
cehorte, 

Wenn wir jetzt diesen Befund mit den schon genannten 
Angaben von A. Stift itiber das Auffinden von gréferen 
Mengen T'rimethylamin bei vélligem Fehlen von Asparagin und 
| Glutamin zusammenstellen, so ware zu vermerken, daB in 
unserem Falle keine Spur von Trimethylamin nachzuweisen 
’ war. Da aber das Trimethylamin bekanntlich ein Produkt der 
chemischen, sowie der bakteriellen Umsetzung von Cholin und 
Retain vorstellt, so hatten wir wohl geniigend Veranlassung 
zur Annahme, daB Trimethylamin in den von Stift in Arbeit 
vcenommenen frischen Pollenkérnern in Wirklichkeit fehlte und 


r 
) & dab sein Auffinden einer sekundiren Bildung wihrend der 
: verarbeitung des Materials zuzuschreiben wire, und zwar 
1 hauptsichlich der Bildung auf Kosten des aus dem oder jenem 
| Srunde in Zerfall geratenen Glykokollbetains. 

n Die Anhiufung von Betain in einer so betrichtlichen 
n Menge stellt uns von neuem vor die friiher schon oft behan- 


delten Fragen iiber den Ursprung des Betains im Organismus, 
liber seine physiologische Rolle und tiber sein weiteres Schick- 
sal im normalen Stoffwechsel. Bisher findet noch keine der 
even gestellten Fragen eine erschépfende und befriedigende 
Lisung. Doch kann auf Grund der uns bekannten ‘T'atsachen 
. @ wohl kaum angenommen werden, daB das Betain, dessen Stick- 
stoff in unserem Spezialfall etwa ein Fiinftel des gesamten 
~ Extraktivstickstoffes, und das in den Blittern und Pollen- 
). 9B sormern der Zuckerriibe fast 3°/, der Trockensubstanz_ bildet, 
1 e xelne wesentliche Rolle im Stickstoffhaushalte der Pflanze 
r (ge Splelt und etwa ein nicht weiter verwertbares, zufalliges und 
tunktionsloses Endprodukt darstellt, wie es oft ohne geniigende 
vrundlagen fiir die methylierten Produkte des Stoffwechsels 
Yermutet wird. 
Die Identifikation des Glykokollbetains war die folgende: 
Freies Betain: Krystallisationswasser 13,13°/). 
Fiir C,H,,NO, + H,O Ber. 13,33°/, 
Hpope-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXXII, 17 
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Stickstoff nach Entfernen des Wassers 12,10°/,. Ber. 11,97 
Salzsaures Betain: Schmelzp. 227—228° (unkorr.). 
Fir C,H,,NO,HC! Ber. Cl 23,09°/, 
Gef. ,, 22,90 


Betainchloraurat: Kein Krystallisationswasser. Schmelzp. 223,5 \) 


225° (unkorr). 


Au (fiir das Doppelsalz aus der ersten und letzten krystallinischey 


Ausscheidung des Betains) 43,10 und 43,09 °/). 
Fiir C,H,,NO,-AuCl,-HCl Ber. 43,11°/, 
Stickstoff Gef. 3,01°/, » 3,07 


Die hichst hygroskopische Mutterlauge nach Abscheidun; 
des Betains wurde nach dem Zusatz von Salzsiure uni 
Trocknen im Vakuum mit absolutem Alkohol behandel: 
Durch Zusatz von absolut-alkoholischer Platinchloridlésung 
zur absolut-alkoholischen Lésung wurde Cholinplatin- 
chlorid ausgefillt, dessen Menge die iibliche aus den meiste: 
Pflanzenobjekten erhaltbare geringe Quantitit nicht tiberstic: 


Schmelzp. 227°. 


Fiir (C,H,,NOCI1),PtCl, Ber. Pt 31,63 °/, 
Gef. ,, 31,38 
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Uber das Molekilbindungsvermigen von Gallensduren 
- und Sterinen. 
Von 


Heinrich Rheinboldt. 




























II. Hyodesoxycholsaure.’) 


(Bearbeitet von Albert Lauber.) 
Mit 1 Figur im Text. 


I). (Chemisches Institut der Universitat Bonn.) 


(Der Redaktion zugegangen am 13. Marz 1929.) 


Im Jahre 1923 wurde von A. Windaus’) aus Schweine- 
galle die der Desoxycholsiure der Rindergalle isomere Hy odes- 
oxycholsiure C,,H,,O, isoliert, deren Konstitution als die 
einer 3,13-Dioxycholansiure erkannt wurde.*) Bereits in der 
ersten Mitteilung wird von den Verfassern erwihnt, dab diese 
Gallensiure sich von der Desoxycholséure wesentlich dadurch 
unterscheidet, daB sie keine Choleinsiiuren bildet. Die von 
uns untersuchten Zustandsdiagramme verschiedener binirer 
Systeme von Hyodesoxycholsiure mit gesittigten und un- 
gesiittigten Fettsiuren sowie mit Cetylalkohol bestatigen diese 
auf priparativem Wege gewonnene Erkenntnis. Die ,,Auftau- 
Schmelz-Diagramme“ zeigen ein grundverschiedenes Bild von 
denen der Systeme mit Desoxycholsiure, wahrend sie sich 
untereinander weitgehend ihneln. In allen Fillen kommt es 


1) I. Mitt.: Diese Zs. Bd. 180, S. 180 (1929). 

2) A. Windaus u. A. Bohne, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 433, 
S. 278 (1923): Chem. Zbl. 1924, I, S. 1042. 

’) A. Windaus, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 447, 8S. 233 (1926); 
Chem. Zbl. 1926, II, S. 228. Desoxycholsiiure ist 3,7-Dioxycholansiure ; 


H. Wieland u. W. Schulenburg, Diese Zs. Bd. 114, S. 171 (1921). 
15° 
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zur Ausbildung nur eines einzigen eutektischen Punktes, der 
sehr nahe bei der niedriger schmelzenden Komponente liegt, 
Als Beispiel geben wir das Schaubild des Systems Hyodes. 
oxycholsiure und Stearinsiure. 
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Die Hyodesoxycholsiure wurde mir in liebenswiirdiger Weise you 
Herrn Prof. A. Windaus zur Verfiigung gestellt. Nach Umkrystalli- 
sieren aus Essigester und Trocknen bei 140° und 2 mm besaB sie di 
Schmelzdaten: Auftaup. = 193,5°, Schmelzp. = 196,5°. Die einzelnen 
Gemenge wurden jeweils in kleinen Porzellanschilchen vorsichtig an 
geschmolzen (nicht durchgeschmolzen!) und nach dem Erstarren im 
Exsiccator sorgfiltig verrieben. Schmelzpunkt und Auftaupunkt wurden 
in verschiedenen Proben ermittelt. 


1. Palmitinsiure und Hyodesoxycholsiure. 


Die Schmelzkurve besteht aus 2 Asten, die sich bei etw: 
1 Gew.-Proz. Hyodesoxycholsiure und 59° schneiden, Die Aut 
taukurve bestatigt durch ihren Verlauf, daB es nicht zur Au: 
bildung einer Verbindung beider Komponenten kommt. 
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—— 

(ew. Proz. | 

H ior | 0,0 9,9 20,2) 29,7) 40,6; 50,2] 60,3 | 69,5] 79,6 89,9 100,0 

| cholsiure | | 

Auftaup.°C [60,5 59,0 59,0} 59,0) 59,0] 59,0] 59,0) 59,0) 59,0 64,5 193,5 
7 




















hnelap.° © | 62,0 141,7 157,5 |164,0 |170,5 |175,0 |179,5 |183,5 |187,8 191,5 ,196,5 


2. Stearinsiure und Hyodesoxycholsiure. 


Der eutektische Punkt liegt bei etwa 1 Gew.-Proz. Hyodes- 
oxycholsfure und 65,5°. 





Gew.-Proz. | | | | 
Hyodesoxy-¢] 0,0, 4,2) 10,4, 19,8 29,6) 39,7) 50,0) 59,9 


cholsiiure 


Auftaup.? C | 67,5] 65,5) 65,5, 65,5 65,5] 65,5| 65,5] 65,5! 65,5. 65,5 70,5 193,5 


Khmelzp.°C | 69,0,148,5/156,0 164,5 169,5|174,7|178,5/182,0/186,0 189,5 192,5 196,5 


70,0 80,0 89,6 100,0 














3. Stearolsiure und Hyodesoxycholsiure. 


: Das Eutektikum legt bei etwa 1 Gew.-Proz. Hyodesoxy- 
cholsiiure und 45,5° 











cholsiiure | 
huftaup.°C [46,0 45,5) 45,5] 45,5] 45,5) 45,5) 45,5] 45,5 45,5) 45,5 49,0/193,5 
hnelzp.° C | 47,5 127,0]140,5/149,5]157,5|164,5|170,5|177,5 182,5 187,5 192,0/196,5 


Gew.-Proz. 
‘ irony 0,0, 4,4, 10,4) 20,5) 30,4) 40,3) 49,6) 60,4 70,1, 80,4 89,8/100,0 























4. Brassidinséiure und Hyodesoxycholsidure. 


Der eutektische Punkt liegt bei etwa 1 Gew.-Proz. Hyodes- 
oxycholsiure und 58° 


“iy rf UF | | | | | 








| | | 
yodesoxy- 0,0 10,8 idl 30,0; 40,4) 49,9; 60,1; 70,3 79,8 89,8 100,0 


eholsiure 
vfaup.°C {59,0 58,0, 58,0 58,0) 58,0/ 58,0) 58,0) 58,0 58,0 62,0 193,5 
| 

unelzp.°C | 60,0 157,5 173,0 ,176,5 |179,5 |181,6 |184,5 /188,0 190,5 193,0 196,5 








5. Behenolsiure und Hyodesoxycholsiure. 


Das Kutektikum liegt bei etwa 1 Gew.-Proz. Hyodesoxy- 
cholsiure und 54°, 
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Gew.-Proz. | | | | | | 

Hyodesoxy- 0,0, 5,2) 10,3) 19,7; 29,7, 40,3, 49,5 59,8) 70,3) 80,3) 90,0 10), 
cholsiure { | | | 

Auftaup.° C [56,0 53,7 54,0) 54,0 | 





54,0| 54,0) 54,0, 54,0) 54,0 54,0 61,0 193, 
Schmelzp.° C | 57,5 115,0 140,0 157,0|163,5 169,5/173,8 178,8]183,2 187,6 191, tex; 








6. Cetylalkohol und Hyodesoxycholsaure. 


Der eutektische Punkt liegt bei etwa 1 Gew.-Proz. Hyodes- 
oxycholsiure und 45,5°. 





Gew.-Proz. | | 
Hyodesoxy- 0,0, 4,6) 10,4 20,4) 30,4) 39,8] 49,8} 59,9 70,0 79,9 90,0 100, 
cholsiure 


Auftaup.°C | 46,5, 45,5] 45,5. 45,5] 45,5] 45,5) 45,5] 45,5. 45,5, 45,5 53,0 19, 




















5 
Schmelzp.° C | 48,5 114,5|149,C 161,5|167,5 171,8|176,5|180,8 184,5 189,0 192,5 196,34 
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Uber das Molekilbindungsvermégen von Gallensduren 
und Sterinen. 
Von 


Heinrich Rheinboldt. 


III. Cholsaure. ') 


(Bearbeitet von Albert Lauber.) 
Mit 1 Figur im Text. 


(Chemisches Institut der Universitat Bonn.) 


(Der Redaktion zugegangen am 23, Marz 192%.) 


In der Literatur finden sich mehrere Angaben iiber Molekiil- 
verbindungen der Cholsiure, besonders mit hydroxylhaltigen 
Stoffen.?) So vereinigt sich Cholsiure, auBer mit Wasser, nach 
, Mylius’) mit Methyl-, Athyl-, n-Propyl-, Allylalkohol und 
Glykol, jeweils im Molekularverhiltnis 1:1; mit Isopropyl- und 
lsobutylalkohol konnten dagegen keine Verbindungen erhalten 
werden. P. Latschinow‘) isolierte die Verbindung 1 Cholsiure, 
1 Phenol. Nach neueren Angaben soll Cholsiure mit Siureestern 
der aliphatischen Reihe gut krystallisierende Molekiilverbindungen 
liefern >) (Kssigsiureamylester, Buttersiureithylester, Milchsiiure- 
ithylester, Valeriansiurebornylester, Carbaminsiureithylester, 
Chlormalonester), ferner mit Lecithin®), das ,,auffillig fest ge- 

') IL. Mitteilung: Diese Zs. Bd. 182, S. 251 (1929). 

*) Die in P, Pfeiffer, Organische Molekiilverbindungen (2. Aufl., 
1927), S. 306 nach F. Mylius [Chem. Ber. Bd. 19, S. 373 (1886)} zitierte 
Verbindung 1 Cholsiure, 1 Aceton wurde von diesem selbst wider- 
rafen [Chem, Ber. Bd. 20, S. 1975 (1887)]. Auch im D.R.P. 376470 wird 
die Verbindung angefihrt (vgl. Anm. 5). 

3) Chem. Ber. Bd. 19, S. 370, 373 (1886); Bd. 20, S. 1974 (1887). 

') Chem. Ber. Bd. 20, S. 3278 (1887). 

’) C. H. Boehringer Sohn, Nieder-Ingelheim, D.R.P. 376470, 
Kl. 120; Chem. Zbl. 1924, I, S. 968; Friedl. Bd. 14, S. 1332. 

*) C. H. Boehringer Sohn, Nieder-Ingelheim, D.R.P. 399148, 
Kl. 12q; Chem. Zbl. 1924, II, S. 1516. 
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bunden“ werden soll, und mit Campher.?) Uber die Zusamme. 
setzung all dieser Verbindungen wird jedoch nichts mitgetej};. 

Wiahrend nach Angaben aus ilterer Zeit ?) héhere Fettsiiuroy 
von Cholséure ziith festgehalten werden sollen, woraus auf eine 
Verbindungsfihigkeit beider Stoffe geschlossen wurde, zeigte eine 
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Untersuchung von Wieland und Sorge’), daB Cholsiure mit 


hoheren Fettsiuren keine isolierbaren Molekiilverbindungen liefert. 


Aus einer Schmelze der Komponenten lieB sich die Fettsiiure mit 
Petrolither leicht restlos ausziehen, im Gegensatz zum Verbhalten 
der Desoxycholsiure, deren Verbindungen mit Fettsauren dure) 
Extraktion mit Petroliither nicht gespalten werden. 





') C. H. Boehringer Sohn, Nieder-Ingelheim, D.R.P. 4124: 
K]. 120; Chem. Zbl. 1925, II, S. 328. 

*) P. Latschinoff, Chem. Ber. Bd. 13, S. 1911 (1880) und Chem 
Zbl. 1881, 8.54. Auch im D.R.P. 376470 wird die Verbindungsfibiz- 
keit von Cholsiure mit Stearinsiiure zitiert (vgl. Anm. 5). 

*) Diese Zs. Bd. 97, S. 8 (1916); Chem. Zbl. 1917, I, S. 61. 
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- ff Unsere Untersuchung bestiitigt diesen Befund. In den 

_Auftau-Schmelz-Diagrammen“ von Cholsiure mit Palmitin-, 
h Stearin-, Stearol-, Brassidin- und Behenolsiiure, sowie mit 
e (etylalkohol kommt es jeweils nur zur Ausbildung eines eutek- 
tischen Punktes ganz in der Nithe der niedriger schmelzenden 
omponente; Anzeichen fiir das Auftreten von Verbindungen 
liegen nach dem Verlauf der Auftau-Kurven nicht vor. Die 
/ustandsdiagramme, die sich untereinander stark ihneln, gleichen 
weitgehend denen der Hyodesoxycholsiiure mit den entsprechen- 
den Stoffen. Als Beispiel geben wir das Schaubild des Systems 
Palmitinsaure und Cholsiure. 

Die Cholsiure von E. Merck, Darmstadt, besaB nach dem Trocknen 
bei 83mm und 140° die Schmelzdaten: Auftaupunkt 193°, Schmelz- 
punkt 195° 

1. Palmitinsiure und Cholsiure. 

Der eutektische Punkt liegt bei etwa 1 Gew.-Proz. Cholsiiure und 
55,5°. Die Gemische der Versuche 2—8 wurden in kleinen Reagenz- 
rshrehen klar durchgesehmolzen, die Gemische von Nr. 9~—12 dagegen 
in kleinen Schialchen nur vorsichtig angeschmolzen, und darauf innigst 
verrieben, da bei vélligem Durchschmelzen Briiunung auftrat. Bei den 
Versuchen Nr. 2—8 zeigte sich die Erscheinung, daB’ sich die Proben 
nach Uberschreiten des Auftaupunktes klar aufhellten — zih-wasser- 
hell —, bei héherer Temperatur sich wieder triibten und z. T. voll- 
kommen erstarrten, dann wieder erweichten und schlieBlich in normaler 
Weise durehschmolzen. 








l | l i 
W.- aay | | 
aeieh . 0,0| 5,8 10,5| 19,6) 29,8 39,7 51,4 68,0 80,0 84,4 89,0 95,0 100,0 
uu i | 


| 
| 
| 
| 





' | 
uttaup., °C 60,5 55,5 aia 50.8 55,3 55,3 55,3, 99,3. 55,3) 55,5 55,5) 55,5 193,0 
hn elzp.° ; 62,0 131,0 146,5 154,6 162,0 168,0 174,5 181,6 186,8|188,5 190,7,192,8 195,0 
| | | | I | 


2. Stearinsiure und Cholsdure. 


Die Komponenten bilden miteinander ein Eutektikum mit etwa 
1 Gew.-Proz. Cholsiiure und dem Schmelzp. 61°. 

Die Komponenten wurden in kleinen Schiilchen vorsichtig an- 
ceschmolzen und innig verrieben. Der Schmelzveriauf der Proben war 
in diesem Falle vollkommen normal. Wurden die Gemische dagegen 
‘urch vollkommenes Durchschmelzen dargestellt, so traten die bei dem 
vorangehenden System erwihnten Erscheinungen des Aufhellens, Wieder- 
triibens, Erstarrens usw., die sich zwischen Auftau- und Schmelzpunkt 
einschieben, auf. 
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Yow .P 
Gew.-Proz. | asl 59,6) 70,0 


Cholsiiure | 
Auftaup. ° C 
Schmelzp.° C 


0,0 5,2) 10,1] 20,0] 80,5, 38,9 


| 
67,5, 61,0) 61,0) 61,0 
69,0 143, 15. 156, 5 168,0 173,2/175,7 


| 


ey y8,191,5 19 








179,0) 182,2 185,0 





3. Stearolsiure und Cholsidure. 
Die Komponenten wurden im Schilchen angeschmolzen und innig 
verrieben. Der eutektische Punkt liegt bei etwa 1 Gew.-Proz. Cholsiiure 
und 44,5°, 


79,4) 89,7 95.1) 


61,0, 61,0] 61, 0) 61,0 ai 61,0] 61,0 61.7; 








Gew.-Proz. a 

Cholsiure | ae | | | 

Auftaup.° C | 46,0) 44,5) 44,5 | 44,5) 44,5, 44,5 | 14,5 44,5 44,5! 46,5 193, 
be 195, 





Schmelzp.° C | 47,5 /135,2 1485 1162,0 | 168,3 76,0 |180,8 | ‘189 98 |187,5 





4. Brassidinsiiure und Cholsiure. 
Die Gemische wurden durch Anschmelzen der Komponenten in 
kleinen Schiilchen und inniges Verreiben erhalten. Der eutektische 
Punkt liegt bei etwa 1 Gew.-Proz, Cholsiiure und 57,5°. 


10,2 | wen! 29,2 | 16,0 60,0, 69,3. 79,6 90,1 100, 


























‘ow -Pr | | 
Gew-Proz. |} 99 5,4] 10,1] 20,2) 35,3 sand wu 59,6, 68,8| 79,6, 89,7 10) 
Cholsiure | | | 
Auftaup.° C [59,0 57,5} 57,5| 57,5| 57,5 51,5 | 57,5) 57,5 | 57,5 | B85 19 
| 
Schmelzp.° C [60,0 153,0 [159,7 165,5 /171,5 177,5 {18 05 18 88,8 /187,5 |191,5 19 
! i 


5. eupenonapeae und fai 


Der eutektische Punkt ieee bei etwa 1 Gew.-Proz. Cholebnre und 55% 





| 


— | | 
Gew.-Proz. | 0,0 4,8 a 39,9, 49,8 60,0 66,8 79,6 89,9 100 


Cholsiure { 
Auftaup.° C | 56, 
Schmelzp.° C 58,0/137,0 153,5 162,7 


10,4 20,5 


5| 55,0 55,0 55,0 55,0 
167,5/174,0 178,5 182,5. 





6. Cetylalkohol und Cholsaure. 
Die Komponenten wurden im em vorsichtig angeschmolzen. 
Das Eutektikum enthilt etwa 1 Gew.-Proz. Cholsiure und schmilzt bei 49. 


aan | — 





Gew.- 


55,0 55,0| 55,0 55,0 55,0. 57,5 1930 
185,2 189,5 192,5 195! 


Due 
ew.-Proz. || 9 9 oe 30,1 40,0/ 50,0 59,8 69,9 | £00, 90,2 100, 
Cholsiiure | | | 
Auftaup. ° C 46,5, 45,0 | 45,0 45,0 45,0} 45,0 45,0 45,0 | 45,0. 52.0 19 





Schmelzp. °C 


48,8 157,0 167,0 173,0 |176,5 180,5 183,5 186,5 |189,6 192,0 1 











Zur Frage nach dem Vorkommen von Methylguanidin 
im tierischen Organismus. 


Mitteilung III. 


Uber die Anwendung von Benzosulfochlorid zur Ausscheidung 
von Methylguanidin. 
Von 


I. A. Smorodinzew und A. N. Adowa. 


(Aus dem Laboratorium fiir biologische Chemie der 2. Moskauer Staatsuniversitat, ) 


(Der Redaktion zugegangen am 8. April 1929.) 


In der vorigen Mitteilung!) zeigten wir, daB es schwer 
gelingt, das Methylguanidin von den Beimischungen mittels 
verschiedener Fiillungsreagenzien, die gewohnlich zur T'rennung 
des komplizierten Gemisches der aus den Organen gewonnenen 
Extraktivstoffe gebraucht werden, auszuscheiden. Die Frage 
nach dem Vorkommen des Methylguanidins in den Organen 
wird durch die Anwesenheit von Kreatinin, welches als ()uelle 
des Methylguanidins dienen kann, kompliziert. Deshalb besteht 
die erste Aufgabe in einer Trennung des Kreatinins vom 
Methylguanidin. Die fiir die Ausscheidung des Kreatinins aus 
Lisungen vorgeschlagenen Methoden, ergeben keine quantita- 
tiven Ausbeuten, da in simtlichen Fallen nach der Ausfillung 
eroBerer oder kleinerer Kreatininmengen noch ein Gemisch 
von Kreatinin mit Methylguanidin iibrig bleibt. Da die Ver- 
suche einer quantitativen Ausscheidung des Kreatinins aus den 
Extrakten keine positiven Erfolge ergaben, versuchten wir 
dieses Problem von der anderen Seite anzuschneiden, d. h. 
daB Methylguanidin auszuscheiden. JBereits im Jahre 1906 
gewann Ackermann”) das Benzosulfomethylguanidin und 
zeigte, daB in 100 Teilen Wasser bei Zimmertemperatur nur 
0,04 g dieser Verbindung ldéslich sind, und daB das Kreatinin 

1) I.A.Smorodinzew u. A.N. Adowa, Diese Zs. Bd. 181, 8.77 
(1929). 

*) D. Ackermann, Diese Zs. Bd. 48, S. 382 (1906). 
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mit demselben Reagens keine schwer lésliche Verbindung bildet. 
Die Frage schien sehr leicht gelést zu werden. Es sollten 
die Bedingungen festgestellt werden, unter welchen eine mig. 
lichst voéllige Ausscheidung des Methylguanidins §stattfinde, 
ohne das Kreatinin anzugreifen. Es war wiinschenswert an 
reinen Priparaten festzustellen, wieviel Methylguanidin durch, 
das Benzosulfochlorid gefallt wird. Als Anhaltspunkt kénnten 
quantitative colorimetrische Bestimmungen!) des Methylguanidins 
im Filtrate dienen. 
I, 
Gewinnung des Methylguanidins. 


12 g rohes Kreatin aus verschiedenen Fraktionen der im Laufe 
der friiheren Arbeiten gewonnenen Muskelextrakte wurden in 150 cem 
Wasser gelést und 3 Stunden lang mit 120 g (11/, Mol) Quecksilberoxyd 
erwirmt. Nach Entfernung des Quecksilberoxyds und -oxyduls wurde 
das Filtrat mit Schwefelsiure angesiiuert und mit Phosphorwolframsiiure 
gefillt. Der Phosphorwolframniederschlag wurde mit Bariumhydroxyd 
zersetzt, das Filtrat vom phosphorwolframsauren Barium wurde mittels 
eines CO,-Stroms behandelt, mit Salpetersiiure neutralisiert und bis zur 
Krystallisation eingeengt. Nach wiederholter Umkrystallisierung aus 
heiBem Wasser wurden 6 g Methylguanidin (Schmelzp. 150°) gewonnen. 
Ausbeute etwa 50°. 

I, 0,0844 g Substanz ergaben 31,1 ecm N bei 23° und 750 mm. 


C,H,N,HNO, Ber. N 41,17°/, Gef. N 41,049, 
Il. 


Methode der colorimetrischen Bestimmung des Methylguanidins 

Die Standardlésungen zur colorimetrischen Bestimmung des Methy|- 
guanidins und Kreatinins sind aus kohlensaurem Guanidin Merck und 
Kreatinin Leitz angefertigt worden. 

II. 0,0806 g Substanz ergaben 33,1 ccm N bei 15° und 745 mm. 

(CH,N,),-H,CO, Ber. N 46,66 °/, Gef. N 46,82%,. 

III. 0,0782 g Substanz ergaben 25 ccm N bei 138° und 749 mm. 

C,H,N,O Ber. N 387,17°, Gef. N 37,00°,. 

Reagenzien nach Marston: 

1. '/, mol-Na,Fe(CN),NO.2H,O — 59,6 g: 1000 cem H,O. 

2. 1), mol-K,Fe(CN),.3H,O — 84,4 ¢: 1000 eem H,0. 

3. 5 mol-NaOQH — 200 g: 1000 ccm H,0O. 





') H. R. Marston, Austr. Journ. exp. Biol. a. Med. Bd. 158. 99 (1924); 
Bd. 2, 8. 57 (1925), Sonderabdr. 
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4. 10°/, H,O,. 
5. Standardlésung von kohlensaurem Guanidin: 0,1524 g: 100 cem 
, H,O + einige Tropfen Toluol. 
Ausfiihrung der Bestimmung: es werden 100 cem (1) + 100ccem 
+ 50 cem (3) versetzt; aus diesem Gemische wird 15 Minuten vor 
Ausfithrung des Versuchs einer bestimmten Menge ein gleiches Volumen 
4) hinzugefiigt. 5 cem der Standardlésung des Guanidins (5) werden 
) ‘» einem MeBkolben mit 85 cem Wasser versetzt, dazu kommen noch 
) jscem des angefithrten Gemisches der 4 Reagenzien und es wird auf 
100 cem mit Wasser gebracht. Nach Verlauf einer Stunde (bei Zimmer- 
temperatur) oder nach 25—30 Minuten bei 40°—50° (nicht hiher) erreicht 
die Farbeintensitit ihr Maximum. Ein ihnliches Gemisch wird aus 
der zu untersuchenden Lésung angefertigt, das Gemisch soll etwa 5 mg 
Substanz enthalten, und die Farbe wird im Colorimeter verglichen. 
Die Standardlésungen fiir Guanidin sind auch fiir Methylguanidin brauch- 
bar, nur muB das Licht durch ein gelbes Glas zur Ausschaltung der 
violetten Strahlen eingeschaltet werden.') Mit einer reinen Lésung er- 
gibt diese Methode brauchbare Resultate, in Gemischen ist der Farbton 
etwas abweichend auch bei Einschaltung eines gelben Glases. 
Die Ausfihrung der colorimetrischen Kreatininbestimmung nach 
Folin?) ist allgemein bekannt, wir haben deshalb keine Veranlassung 
ie anzufiihren. Ut 


Gewinnung des Benzosulfomethylguanidins: 


NE: | ep, /NHSO,C.Hs 
NH=C + C,H,S0,Cl > NH=C¢ 
\NHCH, ‘NHCH, +HCl 

Fiir 136,096 g salpetersauren Methylguanidins sind 176,57 g 
Benzosulfochlorid notwendig, oder fiir 1 g des ersteren — 1,3 g 
des letzteren. 

In seiner kurzen Mitteilung gibt Ackermann nicht an, 
wieviel Benzosulfomethylguanidin im Verhiltnis zum_ ver- 
brauchten Methylguanidin gewonnen wird. Deshalb bemiihten 
wir uns, zuerst diese Frage zu beleuchten und wiederholten 
peinlichst genau den Versuch von Ackermann zweimal, wobei 
wir die Reagenzien in den gieichen Verhiltnissen wie er nahmen. 

I. Versuch. Zu einer Lésung von 0,9 g salpetersauren Methyl- 
guanidins in 10 cem Wasser sind 8 ccm 83°/,ige NaOH und 4 ccm Benzo- 

) H.R. Marston, Austr. Journ. exp. Biol. a. Med. Bd. 2, S. 57 
1925), Sonderabdr. 

*) O. Folin, Diese Zs. Bd. 41, S. 223 (1904); Tierfelder, Hoppe- 
Seylers Handb. d. physiol. chem. Analyse S. 706, Berlin 1924. 
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sulfochlorid (zu kleinen Portionen) hinzugefiigt worden. Das Gemisch 
wurde am Wasserbad 40 Minuten lang unter 6fterem Schiitteln erwirmt. 
Nach Abkiihlen wurde ein Niederschlag ausgeschieden, welcher nach 
Umkrystallisierung aus Wasser 0,44 g ergab. Schmelzp. 185°. Ausbeute 


31,4°/, der Theorie. 


II. Versuch. Der erste Versuch wurde in den gleichen Verhiilt. 
nissen ausgefiihrt, nur die Erwirmung dauerte 20 Minuten. Nach Un- 


krystallisicrung wurden 0,34 g eines Produkts mit Schmelzp. 184°—1s5 
gewonnen. Ausbeute 24°/, der theoretisch berechneten. 

Da bei Gewinnung aus den Extrakten der Gehalt an Methy!- 
guanidin im voraus nicht bekannt ist, so stellten wir einige Versuche mit 
wechselnden Mengen Methylguanidins und Benzosulfochlorid an, zwecks 
Feststellung, inwieweit diese beiden Faktoren die Ausbeute des End. 
produkts beeinflussen. 

il. Versuch. 0,45 g Methylguanidinnitrat in 10 cem mit 8 cen 
33° ,iger NaOH und 2,2 ecm Benzosulfochlorid (fast 4mal mehr als e: 
theoretisch notwendig war) sind 40 Min. lang auf dem Wasserbad erwiirmt 
worden. Nach der Umkrystallisierung wurde 0,1 g Benzosulfometbhy|- 
guanidin (Schmelzp. 185°) gewonnen. Ausbeute 14,3 °/, der theoretischen. 

IV. Versuch. 0,38 g Methylguanidinnitrat + 8 ecm 33°/,ige NaOH 
(die Menge des Alkalis war in siimtlichen Versuchen dieselbe — 8 ccm 
NaOH, so daB stets ein Uberschu8 desselben vorhanden war) + 4 ccm 
Benzosulfochlorid (8fache Menge), Erwiirmung und Schiitteln 15 Min. 
lang. Nach einmaliger Umkrystallisierung wurden 0,12 g Substanz mit 
Schmelzp. 184—185° gewonnen. Ausbeute 20°/, der Theorie. 

V. Versuch. Zu 0,25 g Methylguanidinnitrat wurden 3,5 ccm 
Benzosulfochlorid (10fache Menge) auf einmal (nicht allmiihlich) bhinzu- 
gefiigt. Das Gemisch wurde 10 Minuten lang ohne Erwiirmen geschiitte!t 
und dann auf Eis abgekiihlt. Gewonnen 0,035 g Benzosulfomethy!- 
guanidin, Schmelzp. 184—185°, Ausbeute 9°/,. 

VI. Versuch. 0,1 g Methylguanidinnitrat + 4,5 eem Benzosulto- 
chlorid (35 fache Menge), erwiirmt und geschiittelt 40 Minuten lang. Nach 
Umkrystallisieren sind 0,02 g Substanz (Schmelzp. 185°) gewonnen worden 
Ausbeute 12,8 °/). 

VII. und VIII. Versuch. 0,5 g Kreatinin (analysiert) + 10 ccm 
Wasser + 8 ccm 33°),ige NaOH + 4 ccm Benzosulfochlorid. Erwiirmt und 
geschiittelt je 30 und 40 Minuten. Nach Abkiihlung wurde die ganze 
Masse krystallinisch, die Krystalle lésten sich sehr leicht in Was= 
(benzosulfonsaures Natrium). Es gelang kein Benzosulfomethylguani@ 
oder eine irgendwelche andere schwer lisliche Verbindung auszuscheide® 

Da das Hauptziel der vorliegenden Arbeit darin bestan¢. 
ein Verfahren zur Trennung des Methylguanidins von Kreatini2 
zu finden, so muBte versucht werden, inwieweit es an elle 


(zemisch von reinem Methylguanidin und Kreatinin gelingt. 
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IX. Versuch. 0,45 g Methylguanidinnitrat wurden mit 0,5 ¢g 
Kreatinin und 4 ccm Benzosulfochlorid (7fache Menge im Verhiiltnis 
zum Methylguanidin) verarbeitet. Nach der Umkrystallisierung sind 
0,07 g einer Verbindung mit Schmelzp. 185 °—186° ausgeschieden worden. 
Ausbeute 10°/, der theoretisch berechneten. 

X. Versuch. Nach Verarbeitung von 0,1 g Methylguanidinnitrat 
und 0,5 g Kreatinin mit 4 cem Benzosulfochloiid (30fache Menge) sind 
nur Spuren von Benzosulfomethylguanidin ausgeschieden worden. 

In simtlichen Fillen bestimmten wir colorimetrisch nach 
Marston das im Filtrat nach Entfernung des Rohprodukts 
gebliebene Methylguanidinnitrat, in den Versuchen mit Krea- 
tinin wurde es nach Folin bestimmt. 

Zur Anschaulichkeit sind die Versuche in folgender Tabelle 
zusammengestellt (S. 264). 

Aus der Tabelle folgt, daB die Ausbeuten an Benzosulfo- 
methylguanidin sogar bei Anwendung reiner Reagenzien sehr 
klein sind — sie betreffen 9—30°/, der theoretisch zu er- 
wartenden. Die Anwesenheit von Kreatinin setzt die Ausbeute 
an Benzosulfomethylguanidin herab. Bei Verringerung des 
Methylguanidingehalts sinkt die Ausbeute seines Benzosulfo- 
derivats betrichtlich. Im Filtrat vom Benzosulfomethy]- 
guanidinniederschlag gelingt es colorimetrisch 2 bis 16°/, des 
theoretisch hinterbliebenen Methylguanidins zu_ entdecken, 
woraus wir auf einen Verlust von 50—87°/, der verarbeiteten 
Substanz schlieBen. Kreatinin ergibt keine schwer ldsliche 
Verbindung mit Benzosulfochlorid und wird nach dem colori- 
metrischen Verfahren von F olin quantitativ im Reaktionsgemisch 
entdeckt. Es ist schwer festzustellen, wodurch die Schwankungen 
der Ausbeute bedingt sind: ein groBer Uberschu8 von Benzosulfo- 
chlorid ist anscheinlich von keiner Bedeutung. Die Erwiirmung 
ist notwendig, da der Versuch ohne Erwiirmen die kleinste 
Ausbeute (9°/,) ergab. Bei lingerer Erwirmung unter sonstigen 
gleichen Bedingungen wurde eine gréBere Ausbeute erzielt. 

Angesichts der kleineren Ausbeuten bei Verwendung reiner 
Reagenzien und der groBen Substanzverluste kann diese Methode 
keineswegs als fiir die quantitative Ausscheidung des Methyl- 
guanidins aus einem komplexen Gemische von Organextrakten 
brauchbar, wie es Ackermann glaubte, beobachtet werden. 
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Bezeichnung 
des 
Priparats 


Methyl- 
guanidinnitrat 


” 
Kreatinin 
9) 


Methyl- 
guanidinnitrat 
Kreatinin 


Methyl- 


guanidinnitrat 





Kreatinin 


Menge 
des 
Priparats 
in ¢ 


0,9 
0,9 
0,45 
0,38 
0,25 
0,10 


0,5 





Menge des 


Benzosulfochlorids 








| zur theor. 
| Menge 


in ecm 


Verhiltnis 





Menge des Benzo- 


sulfomethylguanidins 


in g _ theoretischen 
| Ausbeute 
| 
0,44 | 31,4 
0,34 | 24 
0,1 14,3 
012 | 20 
0,035 | 9 
| 
0,02 | 12,8 
0,07 10 
Spuren - 





Methyl- 
guanidin 
im Filtrat 
nach 
Marston 
in °/, 





Defizit des 
Methyl- 
guanidins 
in °/, 


Kreatinin 
nach 
Folin 


in g 








0,492 





